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Indolamin 2,3-dioksigenaza 1 (IDO1) je poglavitni encim kinureninske metabolne poti, 
kjer katalizira pretvorbo L-triptofana v N-formilkinurenin. Za večino vrst rakavih obolenj 
je značilno povišano izražanje encima, kar je v tesni povezavi s slabo prognozo in nižjo 
možnostjo preživetja. IDO1 je vpleten v zaviranje efektorske funkcije celic T in ubijalk, 
diferenciacijo in aktivacijo imunosupresivnih regulatornih limfocitov T ter celic mieloidne 
supresorske vrste, kar promovira razrast tumorskih celic, omogoča neovaskularizacijo in 
zmanjšuje učinkovitost imunoterapij. Rezultati prvih in drugih faz kliničnih vrednotenj 
zaviralcev IDO1 so obetali protitumorno delovanje, a zaenkrat še nimamo potencialne 
učinkovine, ki bi prestala vse klinične faze. 
V sklopu magistrske naloge smo želeli z uporabo ekspresijskega sistema Escherichia coli 
pridobiti IDO1, ki bi izkazoval ekvivalentno aktivnost v primerjavi s komercialno 
dostopnim encimom in sintetizirati nove zaviralce IDO1 ter ovrednotiti njihovo zaviralno 
aktivnost. Z optimizacijo sestave gojišča in pogojev gojenja smo skušali zagotoviti čim 
večje izražanje. Celicam smo dodali različne prekurzorje za sintezo hema in primerjali 
izkoristek gojenja po 24 h in 48 h v prisotnosti oz. odsotnosti induktorja. S poliakrilamidno 
gelsko elektroforezo v prisotnosti natrijevega dodecilsulfata smo potrdili istovetnost 
produkta in pretežno zastopanost v topni obliki, nakar smo protein izolirali in očistili s 
kovinsko-kelatno afinitetno kromatografijo in gelsko filtracijo. Koncentracijo očiščenega 
encima smo določili spektrofotometrično pri 280 nm, še bolj pa nas je zanimala vrednost 
razmerja absorbanc A404/A280, ki korelira z deležem proteina, na katerega je vezan hem, kar 
vpliva na encimsko aktivnost. Največ rekombinantnega encima smo uspeli pridobiti, če 
smo bakterijam v gojišče dodali 5-aminolevulinsko kislino  in z gojenjem nadaljevali še 24 
h po indukciji izražanja. Aktivnost rekombinantnega encima IDO1 je bila kar petkrat nižja 
od komercialnega, verjetno na račun odsotnosti reducenta po zadnjem kromatografskem 
čiščenju. Sintetizirali smo tri končne spojine na osnovi 2-(3-(4-fluorofenil)-4-
oksoizoksazolo[5,4-d]pirimidin-7(4H)-il)-N-fenilacetamidnega skeleta, ki so se razlikovale 
v substituentu na položaju meta fenilnega obroča, vezanega na N-atomu acetamida. 
Zaviralno delovanje končnih spojin smo vrednotili s fluorescenčnim testom, pri katerem se 
je kot najmočnejši zaviralec z IC50 vrednostjo 55.1 µM izkazala spojina 10 s 
trifluorometilno skupino. Čeprav rekombinantni encim ni dosegel želene aktivnosti, pa 
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smo z našim raziskovalnim delom pomembno prispevali k temu, da bo v prihodnje možno 
pridobiti kristalno strukturo in na osnovi lastnosti vezavnega mesta načrtovati še močnejše 
zaviralce. 






Indoleamine 2,3-dioxygenase 1 (IDO1) is a major enzyme of the kynurenine pathway, 
where it catalyzes the conversion of L-tryptophan to N-formylkynurenine. Higher 
expression of the enzyme is observed in the majority of cancer related diseases, which is 
closely associated with bad prognosis and lower survival rates. IDO1 suppresses effector 
function of T and natural killer cells, differentiation and activation of immunosuppressive 
regulatory T lymphocytes and myeloid derived suppressor cells, which promotes spread of 
tumour cells, neovascularization and diminishes effectiveness of immunotherapies. Results 
of the first and the second phases of clinical trials showed promising antitumour activity; 
however, up to date no IDO1 inhibitors have passed all clinical phases. 
As a part of master's thesis we wished to express in Escherichia coli, isolate and purify 
IDO1 that would show equivalent activity to the commercially available enzyme; 
synthesize novel IDO1 inhibitors and evaluate their inhibitory activity. With optimization 
of growth medium composition and culture condition we tried to secure higher expression. 
Cells were provided with heme precursors for its synthesis and we compared expression 
yields after 24 and 48 hours of cultivation in the presence/omittance of an inductor. 
Sodium dodecyl sulfate–polyacrylamide gel electrophoresis was performed to confirm 
identity of the product and its presence in soluble form. In addition, the protein was 
isolated and purified with immobilized metal affinity chromatography and gel filtration 
chromatography. Concentration of a purified enzyme was determined 
spectrophotometrically at 280 nm, but of greater importance was the absorbance ratio 
A404/A280, which correlates with proportion of cofactorial heme occupation, which 
influences enzyme activity. Highest IDO1 expression was achieved when the growth 
medium was supplemented with 5-aminolevulinic acid and bacteria were grown for 24 
hours upon recombinant protein induction. The activity of produced enzyme was 5-fold 
lower compared to the commercial one, most likely due to the fact that the reducent was 
not added after the last purification step. We synthesized three final compounds based on 
2-(3-(4-fluorophenil)-4-oxoisoxasolo[5,4-d]pyrimidine-7(4H)-yl)-N-phenylacetamide 
scaffold, where we added different substituents on the meta position of the phenyl ring, 
attached to the N-atom of acetamide group. Inhibitory activity of final compounds was 
determined with a fluorescence-based assay, where the compound 10 with trifluoromethyl 
substituent exhibited the most potent inhibitory activity, with the IC50 value of 55.1 µM. 
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Although we failed to produce the enzyme with equivalent activity to the commercial 
counterpart, our contribution for future research cannot be neglected as it might soon be 
possible to obtain new crystal structures and design novel more potent inhibitors on the 
basis of binding site characteristics.  








5-ALA: 5-aminolevulinska kislina 
Ac2O: acetanhidrid 
AhR: receptor za arilne ogljikovodike 
AKMS: 2-amino-3-karboksi-mukonski semialdehid 
BTEAC: benziltrietilamonijev klorid 
cAMP: ciklični adenozin monofosfat 
CAP: katabolični aktivatorski protein 
CAR-T: himerni antigenski T-celični receptor 
CD8+: citotoksični limfociti T 
cDNA: komplementarna DNA 
CRP: C-reaktivni protein 
CTLA-4: s citotoksičnimi limfociti povezan antigen 4 (ang. cytotoxic T-lymphocyte-
associated protein 4) 
DMF: dimetilformamid 
DMSO: dimetilsulfoksid 
DNA: deoksiribonukleinska kislina 
DTT: ditiotreitol 
EDTA: etilendiamintetraocetna kislina 
eIF-2α: evkariontski iniciacijski dejavnik translacije 2 (ang. eukaryotic initiation factor 2) 
Ekv.: ekvivalent 
ESI MS: masna spektrometrija z ionizacijo z elektrorazprševanjem (ang. electrospray 
ionization mass spectrometry) 
FDA:  Zvezna agencija za hrano in zdravila (ang. Food and Drug Administration) 
FID: (ang. free induction decay) 
FT: na kolono nevezana frakcija nanosa  
FT: Fournierjeva transformacija  




HPLC: tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (ang. high performance liquid 
chromatography) 
HRMS: masna spektrometrija visoke ločljivosti (ang. high resolution mass spectrometry) 
IC50: polovična maksimalna inhibitorna koncentracija 
IDO: indolamin 2,3-dioksigenaza 
IMAC: kovinsko-keatna afinitetna kromatografija (ang. immobilized metal ion affinity 
Chromatography) 
IPTG: izopropil β-D-1-tiogalaktopiranozid 
KAT: kinurenin aminotransferaza 
KK: ksanturinska kislina 
LAF: zaščitna komora z lamiranim pretokom zraka (ang. laminar air flow) 
LB: LB-bakterijsko gojišče (ang. lysogeny broth) 
MCS: območje z več mesti za kloniranje (ang. multiple cloning site) 
MF: mobilna faza 
MHC: poglavitni kompleks tkivne skladnosti 
mRNA: informacijska RNA (ang. messenger RNA) 
mTOR: (ang. mammalian target of rapamycin) 
NCS: N-klorosukcinimid 
NFK: N-formilkinurenin 
NK: celica ubijalka (ang. natural killer cell) 
NMDA: N-metil-D-aspartat 
NMR: nuklearna magnetna resonanca 
OD: optična gostota (ang. optical density) 
OF: organska frakcija 
ORI: mesto začetka podvojevanja (ang. origin of replication) 
4-PI: 4-fenilimidazol 
PCR: verižna reakcija s polimerazo (polymerase chain reaction) 
PD-1: receptor programirane celične smrti 1 (ang. programmed cell death protein 1) 
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PD-L1: ligand za receptor programirane celične smrti 1 
QA: kinolonska kislina (ang. quinolonic acid) 
RA: rezidualna aktivnost 
RBS: vezavno mesto za ribosom (ang. ribosome binding site) 
Rf: retencijski faktor 
RNA: ribonukleinska kislina 
RPC: kromatografija z obrnjeno fazo (ang. reverse phase chromatography) 
SB: SB-bakterijsko gojišče ang. super broth) 
SDS: natrijev dodecil sulfat (ang. sodium dodecyl sulphate) 
SEC: kromatografija z ločevanjem po velikosti, gelska filtracija (ang. size exclusion 
chromatography) 
SOB: SOB-bakterijsko gojišče ang. super optimal broth) 
TB: TB-bakterijsko gojišče (ang. terrific broth) 
TCEP: Tris(2-karboksietil)fosfin 
TDO: triptofan dekarboksilaza 
TE: elementi v sledovih (ang. trace elements) 
TEMED: N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin 
TEOF: trietil ortoformat 
TFA: trifluoroocetna kislina 
Th: T-celice pomagalke 
THF: tetrahidrofuran 
TLC: tankoplastna kromatografija (ang. thin layer chromatography) 
TMB: tumorsko mutacijsko breme (ang. tumor mutational burden)  
TMS: tetrametilsilan 
TNF-α: dejavnik tumorske nekroze α 
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Treg: regulatorne T-celice 
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VF: vodna frakcija 
v/v: volumsko-volumski delež 







1.1  Zdravljenje rakavih obolenj 
Takoj za krvožilnimi boleznimi je rak drugi najpogostejši vzrok smrti v zahodni 
civilizaciji. Rak je bolezen, ki se razvije zaradi sprememb v celičnem genomu, kar 
povzroči neomejeno celično razmnoževanje zaradi nezmožnosti nadzora celične delitve in 
okvare odmiranja celic. Kancerogeneza je zapleten večstopenjski proces, kjer celica ob 
prehodu iz normalne v tumorsko začne delovati avtonomno kot posledica strukturnih, 
fizioloških, genotipskih in fenotipskih sprememb. Dejavniki tveganja za nastanek 
neoplazije so lahko vezani na gostitelja (genetski dejavniki, spol in starost) ali zunanji 
dejavniki, kot so kemični kancerogeni, ionizirajoče in ne-ionizirajoče oblike sevanja, 
virusne in bakterijske okužbe. Vsaka mutacija še ne povzroči raka, saj ima organizem 
popravljalne mehanizme, ki napake v molekuli DNA odpravijo, a ta kapaciteta je omejena. 
Če bi bile okvare nepopravljive, bi celica preko apoptoze propadla, preživele, potencialne 
tumorske celice pa bi imunski sistem prepoznal kot tuje in jih odstranil (1). Z rastjo 
tumorske mase se slabša prekrvavljenost obrobnih tumorskih celic, posledično tumorji 
zaradi manjka hranil in kisika ne dosežejo velikosti več ko 1-2 mm. Tumor v procesu 
angiogeneze razvije svoj kapilarni sistem, kar mu omogoča nadaljnjo rast. 
1.1.1  Imunoterapija raka 
Imunoterapija pri zdravljenju raka zajema širok spekter komponent imunskega sistema, ki 
vršijo imunski odziv proti tumorskih celicam kot so stimulacija, ojačitev ali supresija 
imunskega sistema. Pretežno sem spadajo monoklonska protitelesa, majhni proteini ali 
fuzijski proteini, ki specifično ciljajo receptorje za signalne proteine na površini rakavih ali 
imunskih celic, in druga zdravljenja s citokini, onkolitičnimi virusi, tumorskimi cepivi ali 
celično zdravljenje (CAR-T; ang. chimeric antigen receptor T cell) (2). Prvi znanstven 
poskus moduliranja imunskega sistema lahko pripišemo Fehleisnu in Buschu, ki sta sredi 
19. stoletja neodvisno opazila nazadovanje tumorske rasti pri bolniku s šenom. Leta 1891 
je William Bradley Coley, ki danes velja za očeta imunoterapije, več kot tisoč bolnikom 
injiciral mešanico živih in oslabelih bakterij Streptoccocus pyogenes in Seratia marcescens 
v prepričanju, da bo spodbujanje imunskega sistema izboljšalo protitumorni odziv (3,4). 
Njegovo delo je bilo neopaženo vse do leta 1967, ko so potrdili obstoj T-celic in njihovo 
ključno vlogo v imunosti, kar je pripeljalo do razvoja imunoterapije, ki jo poznamo danes 
(4). Ključen preboj se je zgodil na prelomu tisočletja z razvojem zaviralcev imunskih 
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kontrolnih točk in leta 2011 je bilo regulatorno odobreno prvo monoklonsko protitelo 
(ipilimumab) iz te skupine učinkovin, ki so mu kasneje sledili še mnogi drugi. Za to 
odkritje so leta 2018 podelili tudi Nobelovo nagrado za medicino (5,6). 
1.1.2 Zaviralci imunskih kontrolnih točk 
Eden od načinov ločevanja med telesu lastnimi in tujimi celicami se vrši preko imunskih 
kontrolnih točk, ki zmanjšujejo T-celične odzive in s tem zaščitijo tkiva pred škodljivimi 
imunskimi odzivi, kot je npr. avtoimunost. Tumorske celice so razvile mehanizme, s 
katerimi aktivirajo imunske kontrolne točke, ki zavirajo efektorsko funkcijo T-celic. 
Večinoma so zaviralci imunskih kontrolnih točk monoklonska protitelesa (mehanizem 
delovanja ponazorjen na sliki 1), najpomembnejše skupine blokirajo receptorja CTLA-4 
(ang. cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4) in PD-1 (ang. programmed cell death 
protein 1) ali ligand PD-L1 (2), s čimer preprečijo zaviranje T-celic in pospešujejo 
aktivacijo in povečanje števila efektorskih T-celic na mestu tumorja (2, 7).  
  
Slika 1: Mehanizem delovanja imunskih kontrolnih točk in njihovih zaviralcev. (2) 
.  Za T-celično aktivacijo sta potrebna dva signala, od katerih je eden vzpostavljen, ko T-celični receptor 
prepozna antigen, vezan na poglavitni kompleks tkivne skladnosti (MHC) II na antigen-predstavitveni 
celici. Drugi predstavlja vezavo ligandov CD80 ali CD86 na receptor CD28.  
a: Receptor CTLA-4 tekmuje s CD28 za vezavo na CD80 ali CD86 in, ker ima večjo skupno afiniteto do 
obeh ligandov kot CD28, zavira aktivacijo T-celic.(8). 
b: PD-1 je površinski receptor, ki preko liganda PD-L1 na površini tumorskih ali mieloidnih celic 






Na račun visoke afinitete zaviralcev imunskih kontrolnih točk je moč opaziti tudi pojav 
unikatnih neželenih učinkov širokega spektra, ki se razlikujejo od tistih, povezanih s 
kemoterapijo (9,10). Njihov izvor gre iskati v navzkrižni reaktivnosti med protitumorskimi 
T-celicami in podobnimi antigeni na površini zdravih tkiv, kar vodi do škodljivih 
efektorskih odzivov T-celic oz. proizvodnje avtoprotiteles (2). V primerjavi z malimi 
molekulami (zaviralci tirozin kinaz in VEGF, spojine platine kot citostatiki) se neželeni 
učinki pojavljajo redkeje, večinoma so blagi in reverzibilni, a nekateri povzročajo hude 
ireverzibilne zaplete. Omejimo jih z imunosupresivnimi sredstvi, pretežno uporabljamo 
glukokortikoide. Pojavnost je praviloma zakasnjena in traja dlje časa, pri čemer se 
avtoimunske reakcije pojavljajo v vseh organskih sistemih, najpogostejši so dermatološki, 
gastrointestinalni, hepatični in endokrini zapleti (2, 10). Ipilimumab kot zaviralec CTLA-4 
je slabše toleranten kot zaviralci PD-1/PD-L1. Danes zaviralci imunskih kontrolnih točk 
predstavljajo pomembno alternativo uveljavljenim oblikam zdravljenja, kamor spadajo 
kemoterapija, radioterapija in druga tarčna zdravila, ter omogočajo zdravljenje tudi 
nekaterih težjih oblik raka v poznejših stadijih, ki so bile zaradi invazivnosti in 
metastatskega potenciala v preteklosti težje obvladljive. Še posebno učinkoviti so pri 
zdravljenju nedrobnoceličnega pljučnega raka, melanoma in metastatskega ledvičnega 
raka, medtem ko je odziv na gastro-intestinalni rak, rak dojk, sarkome in genitourinarne 
rake nižji (11). Kljub temu ocenjujejo, da kar 60-70 % bolnikov ne kaže odziva na 
monoterapijo z zaviralci imunskih kontrolnih točk (12). Eden od vzrokov za visok odziv je 
genetsko nestabilen tumor. Sem spadata že omenjena melanom in nedrobnocelični pljučni 
rak, katerima je skupno tumorsko mutacijsko breme (TMB) inducirano z UV-žarki ali 
drugimi kancerogeni. Visoko TMB nakazuje na več neoantigenov, ki jih imunski sistem 
prepozna v procesu protitumorne imunosti, zato je odziv na zdravljenje s protitelesi, 
usmerjenimi proti PD-1/PD-L1 večji (13). Kljub temu to ni splošno pravilo, saj bolnik z 
veliko genskimi variabilnostmi, a hkrati t.i. hladno tumorsko maso, ki ima v tumorskem 
mikrookolju prisotnih malo infiltriranih limfocitov T, ne izkazuje dobrih prognoznih 
dejavnikov. V nasprotju s »hladnimi« tumorji, ki vsebujejo več regulatornih T-celic in 
mieolidnih supresorskih celic, je za »vroče« tumorje značilen močan vnetni odziv z 
infiltriranimi imunskimi celicami, ki pa so zaradi stalne izpostavljenosti tumorskim 
antigenom izčrpane, a jih lahko učinkovito reaktiviramo z zaviralci imunskih kontrolnih 
točk (14). Številni biološki označevalci omogočajo, da še pred začetkom zdravljenja 
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preverimo odzivnost tumorja na terapijo in se posledično izognemo nepotrebnemu 
zdravljenju (15). Poleg že omenjenih imunoloških vnetnih dejavnikov spadajo sem še 
povečano izražanje PD-L1, prisotnost drugih imunskih kontrolnih točk (LAG3, TIM3, 
B7H3, CD39, CD73), bolnikovi intrinzični dejavniki. (starost, spol, HLA-genotip, genetski 
polimorfizmi), koncentracija C-reaktivnega proteina (CRP) in laktat dehidrogenaze, 
cirkulirajoča tumorska DNA, tumorski eksosomi ter številni drugi 
 Glavni težavi pri identifikaciji zanesljivih označevalcev so dinamične spremembe pri 
različnih tipih rakov in variabilnost označevalcev, pridobljenih z biopsijo iz različnih tkiv 
zaradi intratumorske heterogenosti (7, 15, 16). 
Za porušenje imunosupresivnega tumorskega okolja z namenom izboljšane občutljivosti na 
imunoterapijo, zaviralce imunskih kontrolnih točk vedno pogosteje uporabljamo v 
kombinacijah s kemoterapevtiki, malimi molekulami (zaviralci tirozin kinaz, mTOR ali 
ciklinov), onkolitičnimi virusi, antiangiogenimi terapevtiki, zaviralci ostalih imunskih 
kontrolnih točk ali krepitvijo črevesne flore (12, 11). Kemoterapevtiki povečajo tumorsko 
antigenost, sprožijo celično smrt preko limfocitov CD8+ in celic NK, prekinejo imunske 
supresivne signalne poti in povečajo efektorski T-celični odziv. V eni od teh kombinacij 
najdemo tudi zaviralce IDO1, ki se jih bomo podrobneje dotaknili v nadaljevanju (11). 
1.2 Kinureninska pot 
L-triptofan je ena od devetih esencialnih aminokislin in hkrati najmanj zastopana 
proteinogena aminokislina (17, 18). Triptofan in njegovi metaboliti imajo ključne vloge v 
različnih fizioloških procesih, vse od celične rasti in homeostaze, kjer je nujno potreben za 
sestavo proteinov, do koordinacije in odgovora na vplive iz okolje, kjer sodelujejo živčni 
prenašalci in druge signalne molekule. V prvi vrsti je substrat za sintezo serotonina (preko 
triptofan hidroksilaze v prvi stopnji ter aromatske dekarboksilaze v drugi), melatonina, 
triptamina, niacina in še nekaterih drugih (19). Plazemske koncentracije so pod nadzorom 
triptofan 2,3-deoksigenaze (TDO ) in se gibljejo v ozkem območju okrog 70 µg/mL, pri 
čemer je kar 75 % do 85 % vezanega na plazemske proteine (20, 21). Zgolj majhen delež 
triptofana je namenjen sintezi proteinov in serotonina, saj kar 95 % predstavlja substrat za 
kinureninsko pot (18). 
Glavnina razgradnje triptofana poteka v sklopu kaskade zaporednih katalitičnih reakcij 
(slika 2) in je ime dobila po enem od vmesnih produktov - kinureninu. Ker v tem procesu 
nastajajo nevro- in imunoaktivni metaboliti, ki igrajo vlogo v nekaterih bolezenskih 
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procesih, kot so poškodbe živčevja, shizofrenija, avtoimunost, depresija, staranje in rak, je 
v zadnjih letih ta pot predmet številnih raziskav. Začne se s pretvorbo triptofana v N-
formilkinurenin (NFK) prek enega od treh encimov: TDO ali -indolamin 2,3-dioksigenaz 1 
in 2 (IDO 1/2), pri čemer atom železa, ki je nekonvaletno vezan na kofaktorski hem, 
katalizira redoks reakcijo triptofana z molekularnim kisikom, kar sproži odprtje 
petčlenskega obroča do NFK. Nato encim arilformamidaza odcepi formilno skupino do 
nastanka kinurenina (KIN) ki je substrat za pretvorbe do kinureninske kisline (KK) preko 
ene od izooblik kinurenin aminotransferaze ali aspartat aminotransferaze, antranilne kisline 
preko kinureninaze oz. 3-hidroksikinurenina (3HK) preko mitohondrijske kinurenin 3-
monooksigenaze. 3HK se lahko nato po stranski poti pretvori v ksanturinsko kislino 
(reakcijo katalizira KAT- (kinurenin aminotransferaza)) ali s hidrolizo po glavni poti do 3-
hidroksiantranilne kisline (3HAK). Slednja je substrat za 3-hidroksiantralinat 3,4-
dioksigenazo, pri čemer nastane 2-amino-3-karboksi-mukonski semialdehid (AKMS), 
medtem ko po stranski poti po oksidaciji nastane cinabarinska kislina. AKMS preko 
istoimenske dekarboksilaze razpade bodisi na pikolinsko kislino bodisi na glutaril koencim 
A, ki uravnava proces glikolize. Kadar je dekarboksilaza nasičena, neaktivna ali odsotna, 
se spontano tvori kinolonska kislina (QA), ki v prisotnosti fosforibozil trasferaze tvori 
NAD+ (22, 23).  
 
Slika 2: Kinureninska pot. IDO: indolamin 2,3-dioksigenaza, TDO: triptofan 2,3-dioksigenaza, KAT: kinurenin 
aminotransferaza, KMO: kinurenin 3-monooksigenaza, 3-HAO:  3-hidroksiantralinat 3,4-dioksigenaza, AKMSD: 2-amino-
3-karboksi-mukonska semialdehidna dekarboksilaza, NAD+: nikotinamid adenin dinukleotid. Prirejeno po (22, 23). 
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Vsi trje dioksigenazni encimi, ki so ključni za začetek kinureninske poti, katalizirajo isto 
pretvorbo, a se med seboj značilno razlikujejo. TDO je tetramer, izražen konstitutivno in se 
pretežno nahaja v jetrih ter ima večjo substratno specifičnost (24), medtem ko sta IDO1 in 
IDO2 dimera, inducibilna encima - prvi je prisoten povsod, drugi pa pretežno v jetrih, 
malem črevesju, vranici, placenti, priželjcu, pljučih, možganih in ledvicah. Povečano 
izražanje IDO1 in IDO2 lahko sprožijo samo visoko specifične podskupine antigen 
predstavitvenih celic kot odgovor na eksogeni vnetno-stresni dražljaj. Osrednjo vnetno 
vlogo ima IFN-γ, ki pa minimalno spodbuja izražanje IDO2. Ostali citokini, ki sodelujejo v 
indukciji IDO1, so še IL-1β, IL-2 in TNF-α, ki jim na drugi strani protiutež predstavljajo 
protivnetni dejavniki, kot so IL-4, IL-10 in TGF-β. Poleg tega k večjemu izražanju 
pripomorejo tudi aktivacija Tollu podobnih receptorjev (TLR), receptorjev za TNF, INF-β, 
IFN-γ in receptor za arilne ogljikovodike (AhR) (25).  
 
1.2.1 Pomen metabolitov triptofana v centralnem živčevju 
Marsikateri presnovni produkti triptofana delujejo na centralno živčevje, še več, dokazano 
je, da porušeno razmerje med zaščitnimi in toksičnimi spojinami vodi do razvoja 
bolezenskih stanj kot so Alzheimerjeva bolezen, shizofrenija, Huntingova bolezen, 
amiotrofična lateralna skleroza, demenca in depresija, ki bi utegnile v prihodnosti 
predstavljati veliko breme za zdravstveni sistem. Z delovanjem na vse tri tipe glutamatnih 
receptorjev glavno vlogo pri procesih v CŽS nosita KK in QA. KK deluje 
nevroprotektivno in pri visokih koncentracijah kompetitivno zavira ionotropne receptorje, 
prednostno pa preko vezavnega mesta za glicin znižuje aktivnost receptorjev NMDA (25, 
26). Že aplikacija majhnih količin KK (nanomolarno območje) v možganih povzroči 30-40 
% upad glutamata. Prav tako je negativni alosterični modulator α-7 nikotinskih receptorjev, 
agonist receptorjev GPR3T in AhR. Nasprotno QA kot agonist stimulira ekscitacijo preko 
glutamatnih receptorjev .Iz tega sledi, da je  razmerje med KK in QA tisto, ki določa vlogo 
v nevrodegenerativnih in nevropsihiatričnih boleznih. Post mortem so v cerebrospinalni 
tekočini shizofrenikov zaznali višjo aktivnost KK, pri depresivnih in k samomoru 
nagnjenih posameznikih nižjo, QA pa se kumulira v amiloidnih plakih, značilnih za 
Alzheimerjevo bolezen. Nobena od kislin ne prehaja krvno-možganske pregrade, možen pa 
je privzem Trp, KIN in 3HK, pri čemer KK pretežno nastaja v astrocitih, QA pa v celicah 
mikorglije in oligodendrocitih. Delecija gena za TDO je pri miših privedla do večje 
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nevrogeneze v hipokampusu in subventrikularnem območju, a hkrati z zaviralnim 
delovanjem na IDO ali TDO zmanjšamo nastajanje obeh, ni pa jasno, kakšen je vpliv na 
njuno razmerje. Večina potencialnih učinkovin v kliničnih raziskavah zavira IDO1, a so v 
začetnih fazah tudi zaviralci kinurenin 3-monooksigenaze (KMO) in KAT, ki bolj 
selektivno zavirajo nastajanje enega od obeh metabolitov (KK oz. QA) (18). 
1.2.2 Vloga metabolitov triptofana v infekcijskih boleznih 
Čeprav so IDO1 sprva prepoznali kot del prirojenega imunskega odziva, je danes jasno, da 
njegova vloga v obrambi pred patogeni ni vedno koristna. Po okužbi, zlasti virusni, IFN-γ 
spodbudi izražanje IDO1, zaradi česar je na voljo manj triptofana, ki je esencialen za 
celično rast in pomnožitev patogena na mestu okužbe. V njegovi odsotnosti bi morali 
mikrobi propasti, a ker hkrati pride do vzpostavitve imunosupresivnega okolja zaradi 
povečanega števila regulatornih T-celic in zmanjšane klonalne eskpanzije limfocitne vrste 
Th, je povišana aktivnost IDO1 slab napovedni označevalec pri večini infekcijskih boleznih 
(27). Nasprotno pri okužbi z glivami iz družine Aspergillus inducirani limfociti Treg 
omejujejo vnetno delovanje polimorfonuklearnih fagocitov in alergijski odgovor, ki bi 
lahko povzročil hudo akutno vnetje, ki bi vodilo do nepotrebnih poškodb lastnega tkiva 
(28). Posledično so te okužbe lahko eden od potencialnih neželenih učinkov zaviralcev 
IDO.  
 
1.2.3 Vpliv IDO1 pri razvoju rakavih obolenjih 
IDO1 je vpleten v zaviranje efektorske funkcije celic T in NK, diferenciacijo in aktivacijo 
imunosupresivnih regulatornih limfocitov T ter celic mieloidne supresorske vrste, kar 
spodbuja razrast tumorskih celic, omogoča neovaskularizacijo in zmanjšuje učinkovitost 
imunoterapij. Za večino vrst rakavih obolenj je značilno povišano izražanje encima, kar je 
v tesni povezavi s slabo prognozo in nižjo možnostjo preživetja (29). Glede na dejstvo, da 
tumorske celice za rast potrebujejo triptofan, se na prvi pogled zdi kontradiktorno, da 
njegov katabolizem pospešuje tumorsko rast. Prav tako je Trp nujno potreben gradnik za 
delovanje imunskih celic. Tumorske celice so razvile mehanizme, s katerimi kompenzirajo 
manjšo razpoložljivost aminokislin, npr. preko večjega izražanja prenašalcev aminokislin 
in encimov za označevanje tRNA (30). Znane so tri signalne poti, preko katerih je zavrta 
efektorska funkcija T-celic: GCN2, mTOR in AhR. Znižanje znotrajceličnih koncentracij 
Trp vodi v kopičenje nenabitih tRNA, ki se vežejo na GCN2 in ga aktivirajo, ta pa se nato 
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fosforilira in zavira dejavnik eIF2α, s čimer zmanjša transkripcijo in translacijo proteinov, 
kar vodi v apoptozo T-celic (29, 31). Zaviranje kinaze mTOR povzroči avtofagijo, anergijo 
T-celic in diferenciacijo regulatornih T-celic. Dodatno so leta 2011 dokazali, da je 
kinurenin endogeni ligand za vezavo na receptor AhR, s čimer spodbuja pretvorbo naivnih 
T-celic CD4+ v imunosupresivne Treg (29). 
 
1.3 Struktura IDO 1 in mehanizmi delovanja njegovih zaviralcev 
Indolamin 2,3-dioksigenaza je 45 kDa velik, homodimerni citosolni encim, katerega 
polipeptidno verigo sestavlja 403 aminokislinskih ostankov. Posamezna podenota je 
sestavljena iz dveh domen: večje C-končne, ki vsebuje aktivno mesto, dostavni kanal za 
kisik in vodo, ter manjše N-končne, ki ima zgolj strukturno vlogo (32). Trp se v aktivno 
mesto zasidra tako, da se indolni obroč veže v hidrofobni žep A, aminski in karboksilatni 
del pa v manjši žep B, pri čemer se tvorijo številne vodikove vezi, ki stabilizirajo kompleks 
(33). Leta 2006 so določili kristalno strukturo človeškega IDO1 z zaviralcem 4-
fenilimidazolom, kar je omogočilo razvoj novih zaviralcev, pri čemer večina deluje 
kompetitivno s tvorbo koordinacijske vezi na hemsko železo preko dušikovega atoma (32, 
33). Izjema je epakadostat, ki koordinira železo preko hidroksiamidinskega kisikovega 
atoma. Koordinacijska vez je stabilizirana z vodikovimi vezmi z vezavnim mestom in 
intramolekularnimi vodikovimi vezmi znotraj zaviralca. Benzenov obroč se veže v 
območje A, kjer je obdan s hidrofobnimi aminokislinskimi ostanki, medtem ko bromov in 
fluorov atom posegata v N-končno območje, kjer zaradi interakcij med fluorom in žveplom 
pride do stabilizacije kompleksa protein-zaviralec. Stranska roka epakadostata s furazanom 
in sulfonamidno skupino se podaljša v manjši žep B (34). Na osnovi kristalne strukture 
epakadostata so ugotovili, da se širina kanala, skozi katerega v aktivno mesto vstopa kisik, 
po vezavi zaviralca podaljša in skrči iz 0.8 na 0.5 Å, kar zmanjša dostopnost kisika in zniža 
aktivnost encima (32). Zaviralci so osnovani na podlagi treh ključnih gradnikov. To so 
večji aromatski fragment, ki se veže v hidrofobni žep A, atom s prostim elektronskim 
parom, ki z železovim atomom v hemu tvori koordinacijsko vez, in skupina, ki se veže v 
žep B ter tvori van der Waalsove in vodikove vezi (35). Poleg zaviralcev, ki posnemajo 
Trp oz. se kompetitivno vežejo na železo v hemu, poznamo tudi tiste, ki ciljajo apo IDO1, 
torej encim brez kofaktorja. V okolju z nizkimi koncentracijami triptofana encim prehaja v 
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neaktivno feri (Fe3+) obliko, ki je dovzetna za disociacijo hema. Na tej osnovi bi 
potencialne učinkovine preprečevale ponovno vezavo kofaktorja (36).  
1.3.1 Zaviralci v kliničnem vrednotenju 
• Indoksimod: 1-metil-D-triptofan, 1-MT, NLG-8189 
Gre za enega najbolj preučevanih zaviralcev IDO, ki je bil kot zdravilo sirota leta 
2017 odobren s strani FDA za zdravljenje melanoma stopnje IIb do IV (29, 37). 
Rezultati kliničnih raziskav so pokazali, da sam po sebi ne kaže veliko 
protitumornega učinka, je pa bolj učinkovit v kombinaciji s kemoterapijo, 
radioterapijo in imunoterapijo. Trenutno je v II. fazi kliničnih preizkušanj pri 
pacientih s progresivnimi možganskimi tumorji od 3. do 21. leta starosti (38). 
Mehanizem delovanja je še vedno pod vprašajem, verjetno pa zavira signaliziranje 
mTOR (29). 
• Epakadostat (INCB024360) 
Že prej omenjeni epakadostat je visoko potenten (IC50 = 72 nM), reverzibilen, 
kompetitiven zaviralec, ki izraža močno selektivno delovanje na IDO1, kar 
tisočkrat večje v primerjavi z IDO2 in TDO (29). V raziskavah in vitro je 
epakadostat pospešil proliferacijo celic T in NK, povečal število dendritičnih celic 
CD86+ in zmanjšal število celic Treg. V prvi fazi kliničnih testiranj so se 
preizkušanci nanj dobro odzvali, ob 100 mg odmerkih dvakrat dnevno ni bilo 
zaznati neželenih pojavov, 45 od 52 bolnikov ni več kazalo znakov stabilne bolezni 
(29). Na osnovi dobrih rezultatov v kombinaciji z zaviralci imunskih kontrolnih 
točk, so bila pričakovanja velika. V klinični raziskavi ECHO 301 (3. stopnja) se je 
izkazalo, da epakadostat v kombinaciji s pembrolizumabom (protitelo, usmerjeno 
proti PD-1) ne izboljša preživetja bolnikov z metastatskim melanomom bolj kot 
monoterapija s pembrolizumabom (39). Kljub pomislekom glede splošne 
učinkovitosti v zdravljenju rakavih obolenj, je bilo dokazano, da IDO ni primerna 
tarča pri večini bolnikov z melanomom, saj so kasneje potrdili, da sta  samo dva od 
sedeminštiridesetih udeležencev izkazovala povišano izražanje IDO1 in PD-L1 
hkrati (40). Trenutno je v teku 13 kliničnih preizkušanj z epakadostatom v 
kombinaciji z drugimi protirakavimi učinkovinami, pretežno v 1. in 2. fazi (41).  
• Navoksimod (NLG-919, GDC-0919) 
Zasnovan je bil kot zaviralec IDO in TDO, ki se veže neposredno na hemsko železo 





• Linrodostat (BMS-986205) 
Spojina je ireverzibilni zaviralec IDO1, ki se veže na apoencim. Že pri nizkih 
koncentracijah zavira encim in zniža serumske nivoje kinurenina (42, 18). 
• PF-06840003 
Spojina je visoko selektiven zaviralec IDO1, poleg tega prehaja krvno-možgansko 
pregrado, zato se v kombinaciji s protiteesi, usmerjenimi proti PD-1 oz. PD-L1 
pojavlja v zgodnjih fazah kliničnih vrednotenj za zdravljenje možganskih tumorjev. 
Ugoden farmakokinetični profil zaradi podaljšanega razpolovnega časa omogoča 
enkratdnevno jemanje (29). 
Zaviralci IDO1 (glej strukturne formule na sliki 3) delujejo kot imunometabolni adjuvansi, 
ki okrepijo sistemski imunski odziv in pretvorijo imunološko hladne tumorje v vroče. 
Čeprav sami po sebi niso učinkoviti v terapiji rakavih obolenj, delujejo sinergistično v 
kombinaciji z zaviralci imunskih kontrolnih točk, kemoterapevtiki in drugimi bolj 
uveljavljenimi oblikami zdravljenja (29). Trenutno na trgu še ni registriranega zdravila iz 
skupine zaviralcev IDO1, saj je zaradi neuspešne klinične raziskave epakadostata v 3. fazi 
prišlo do pomislekov o učinkovitosti razvijajočih zaviralcev. Kljub temu so trenutno v teku 
številne klinične raziskave (pretežno v fazi 2). Velik vpliv na rezultate bi potencialno lahko 
imelo načrtovanje kliničnih raziskav, kjer je ključno, da bolniki izkazujejo konstitutivno 
izražanje IDO, da je bilo predhodno zdravljenje s protitelesi proti PD-(L)1 neučinkovito, 
odmerek terapevtika prilagojen njegovi potentnosti, poleg tega bi bilo v prihodnje smotrno 
poiskati biološke označevalce, s katerimi bi določili paciente, ki bi se bolje odzvali na 
zdravljenje z zaviralci IDO1 (13, 44). Kljub večji specifičnosti in boljši učinkovitosti 
zaviralcev imunskih kontrolnih točk, v kombinacijah s katerimi zaviralce IDO1 pogosto 
vrednotijo, imajo manjše molekule svoje prednosti, kot so boljše prodiranje v tumorsko 
mikrokolje, farmakokinetika, biološka uporabnost, stabilnost, nizka imunogenost in z njo 
Slika 3: Strukturne formule znanih zaviralcev IDO1. 
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povezani neželeni učinki ter relativno nizka cena (39). Za uspešen nadaljnji razvoj teh 
spojin bodo potrebne dodatne raziskave, ki bodo razjasnile biološko, imunološko in 
metabolno vlogo IDO1 v zdravljenju raka, kot tudi tiste, s katerimi bomo na podlagi novih 
kristalnih struktur načrtovali še bolj specifične zaviralce. Ena od težav je tudi relativno 
fleksibilen vezavni žep v strukturi encima, ki veže zaviralce z različnimi gradniki, čeprav 
ne izražajo specifičnosti, in potencialna vezava zaviralcev na receptor AhR, preko katerega 
se izraža imunosupresivno delovanje (39). V prihodnosti pričakujemo pospešen razvoj 
novih alosteričnih in za TDO ter IDO2 specifičnih zaviralcev, ki nam bodo v kombinacijah 
z ostalimi terapijami ponudili novo orožje, s katerim bomo lahko čim bolj usmerjeno 
zdravili točno določene skupine bolnikov. 
 
1.4 Biotehnološko pridobivanje proteinov 
Dostop do številnih dragocenih proteinov, ki so tako klinično kot industrijsko pomembni, 
je pogosto omejen zaradi njihove nizke naravne zastopanosti. Z razvojem genomike, 
proteomike in bioinformatike se število pridobljenih proteinov občutno povečuje (45). To 
nam uspeva s prenosom genske informacije, tj. gena za želeni protein in ostale segmente 
DNA, s katerimi zagotovimo, da se informacija za želeni protein izrazi v tuj (prejemni) 
organizem, ki sintetizira večjo količino proteina. Te za gojenje prilagojene organizme 
imenujemo ekspresijski sistemi, katerih uporabnost je omejena na lastnosti proteina. 
 
1.4.1 Tehnologija rekombinantne DNA 
Prvo dejanje na poti do izražanja proteina je načrtovanje genskega zapisa, ki kodira 
protein, ki ga lahko hitro in enostavno pomnožimo s PCR (verižna reakcija s polimerazo, 
ang. polymerase chain reaction), če poznamo nukleotidno zaporedje gena, ki kodira za 
rekombinantni protein. Drugi korak je izbor molekule DNA, ki bo omogočila prenos 
genskega konstrukta v tujo celico. Z integracijo t.i. vektorjev in genskega konstrukta 
tvorimo rekombinantno DNA. To dosežemo s pomočjo dveh encimov. Restrikcijske 
endonukleaze deluejo kot molekulske škarje, ki cepijo DNA na točno določenih mestih s 
pomočjo prepoznave nukleotidnih zaporedij, medtem ko DNA-ligaze s tvorbo kovalentnih 
fosfodiestrskih vezi povežejo kompatibilne konce (46). Izbor vektorja je skrbno načrtovan 
proces, saj vsebuje niz genetskih elementov, ki vplivajo na transkripcijo in translacijo, in 
mora biti prilagojen uporabljenemu ekspresijskemu sistemu, pri čemer najpogosteje 
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uporabljamo plazmide. V splošnem vsak vektor vsebuje mesto ORI (ang. origin of 
replication), kjer poteka začetek prepisa vektorja v njegov replikon, ki se kasneje prenese v 
hčerinske celice. Želimo si, da je število kopij plazmida veliko, npr. med 20 in 40, kar 
omogoča maksimalni izkoristek izražanja v danem volumnu kulture (47), a to število ne 
sme biti preveliko, saj metabolno breme upočasni celično rast in povzroča plazmidno 
nestabilnost (48). Zaporedja DNA, ki se nahajajo 10-100 baznih parov pred vezavnim 
mestom za ribosom (ang. RBS - ribosome binding site) in omogočajo vezavo RNA-
polimeraze ter določajo nivo transkripcije, so promotorji (49). Dobri promotorji omogočajo 
visoko akumulacijo želenega proteina, ki znaša med 10 in 30 % vseh proteinov v prejemni 
celici, izražajo minimalno bazalno transkripcijsko aktivnost in omogočajo enostavno ter 
stroškovno učinkovito indukcijo (50). Terminatorji označujejo konec transkripcije. 
Izražanje transgena induciramo šele, ko celice dosežejo določeno celično gostoto, po 
navadi je to v zgodnji do srednji logaritemski fazi rasti (44). Območje z več mesti za 
kloriranje (ang. MCS - multiple cloning site) omogoča vnos želenega segmenta DNA v 
vektor, ta pa vsebuje še zapisa za začetni in zaključni kodon, ki označujeta začetek oz. 
konec translacije. Ker se kodoni za nekatere aminokisline, kot so arginin, izolevcin, glicin, 
levcin in lizin, med prokarionti in evkarionti specifično razlikujejo, ob translaciji t.i. redkih 
kodonov lahko prihaja do napak (51). Za ločitev celic, ki sprejmejo vektor, od tistih, ki ga 
ne, je v vektor vgrajen tudi selekcijski označevalec, ki kodira za proteine, ki bakterijam v 
prisotnosti antibiotika v gojišču omogočajo rezistenco (52). Pogosto je genskemu zapisu za 
protein na N- ali C-koncu priključen še gen za fuzijski podaljšek, ki omogoča boljše 
izražanje, promovira zvijanje proteina v nativno obliko, poveča njegovo topnost, omogoča 
izolacijo, čiščenje oz. usmerjanje v določen celični prostor (47). Proces vnosa vektorja v 
celico imenujemo transformacija in jo izvajamo z različnimi fizikalnimi, kemijskimi in 
mikrobiološkimi metodami. Ena prvih je bila metoda precipitacije s Ca-fosfatom, pri kateri 
zaradi pozitivnega naboja kalcijevi ioni kompleksirajo negativno nabite fosfatne skupine 
DNA molekule in vstopajo z endocitozo, a jo redko uporabljamo, ker je nivo 
transformacije nizek. Dandanes pogostje uporabljamo elektroporacijo, tj. vnos, izzvan z 




Slika 4:  Ključne komponente ekspresijskega vektorja E. coli. Prirejeno po (54). 
1.4.2 E. coli kot ekspresijski sistem 
Bakterijski sistemi so najbolj pogosto uporabljeni celični gostiteljski sistemi za izražanje 
heterolognih proteinov, v katerih pridobimo tudi ~30 % vseh terapevtsko odobrenih 
proteinov. Še posebej so prikladni za gojenje, ker celice za rast potrebujejo cenovno-
učinkovite vire ogljika, celične delitve so hitre (generacijski čas znaša približno 20 min), 
rastejo lahko do relativno velike gostote, prenos na večjo skalo je enostaven, izkoristki so 
visoki. Na drugi strani pa se pojavljajo težave z agregacijo, neaktivnostjo produktov 
zavoljo tvorbe inkluzijskih telesc, nezmožnost tvorbe disulfidnih vezi, odsotnost 
posttranslacijskih modifikacij, degradacija produkta s proteazami in nižja učinkovitost 
sproščanja produkta v periplazmo. Zaradi teh omejitev za proizvodnjo kompleksnejših 
proteinov uporabljamo evkariontske ekspresijske sisteme, kamor spadajo kvasovke, 
rastlinske kulture, insektne celice, transgene živali in sesalske celične kulture. E. coli, prvi 
ekspresijski sistem v biofarmacetvski proizvodnji, trenutno na industrijskem nivoju 
uporabljamo za pridobivanje enostavnih proteinov, kot so dolgo-delujoči inzulini, encim 
glukarpidaza, paratiroidni hormon in granulocitne kolonije-stimulirajoči dejavnik (53). Gre 
za najbolje ovrednoten celični sistem za rekombinantno pridobivanje proteinov z velikim 
naborov sevov, ki so jim s številnimi modifikacijami v genomu dodali fenotipske lastnosti, 
zaradi katerih imamo danes učinkovit, cenovno ugoden, varen in enostaven sistem. Za 
doseganje visoke koncentracije rekombinantnega proteina je ključnega pomena izbira 
gostiteljska seva E. coli glede na izbran vektor. Najbolj uporaben je komercialen 
ekspresijski sistem E. coli BL21(DE3) s plazmidi pET, ki vsebujejo bakteriofagni 
promotor T7. Tarčne gene kloriramo pod nadzor promotorja T7, ki ga ne prepozna RNA-
polimeraza E. coli. Gen za RNA polimerazo T7 je kromosomsko intregriran pod nadzorom 
promotorja L8-UV5 lac v sevu BL21(DE3). Slabost tega sistem je, da visok nivo 
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transkripcije lahko povzroči uničenje ribosomov in celično smrt. Bazalno izražanje RNA-
polimeraze T7 lahko preprečimo z dodatom 0.5-1.0 % glukoze v medij in ko-ekspresijo 
lizocima T7 (53).  
Gojenje E. coli lahko poteka v minimalnem gojišču, ki vsebuje glukozo (vir ogljika in 
energije) in različne soli, ki so vir dušika, fosforja in mikroelementov, še hitreje in do 
višjih gostot pa raste v bogatih gojiščih z aminokislinami, nukleotidnimi prekurzorji, 
vitamini in ostalimi metaboliti, ki bi jih celice sicer v odsotnosti morale sintetizirati same 
(55). Najbolj pogosto tekoče gojišče za gojenje na laboratorijskem nivoju je LB (Lysogeny 
Broth), poznamo pa še bolj bogata, kot so TB (ang. terrific broth), SB (ang. super broth), 
SOB (ang. super optimal broth) in 2× YT (ang. yeast exstract tryptone), pri čemer sta v 
vseh prisotna tripton in kvasni ekstrakt, a se razlikujejo v vsebnosti obeh. Bogatejša gojišča 
omogočajo gojenje do višjih optičnih gostot. Nekatera od njih vsebujejo še dodatne 
spojine, ki pripomorejo k celični rasti, npr. glicerol, glukozo in nekatere soli (56). Bakterije 
katabolizirajo aminokisline v obogatenih gojiščih do dušikovih spojin, ki ustvarijo alkalno 
okolje, zato pH v gojiščih LB in YT naraste hitreje v primerjavi z gojiščema TB ali SB, 
kjer po razpadu glicerola kot vira ogljika celice proizvajajo kisle metabolite. Pufrni sistem 
s kalijevm fosfatom dodatno zakasni dvig pH (57). Dodatek kofaktorjev ali prostetičnih 
skupin pripomore k pravilnemu zvijanju in stabilnosti proteina, kar poveča topnost in 
preprečuje tvorbo netopnih agregatov (53).  
Rekombinantne proteine lahko usmerimo v enega izmed treh celičnih prostorov: 
citoplazmo, periplazmo in zunajcelični prostor. Večina proteinov nastane v citoplazmi, a se 
jih precejšen del akumulira v obliki netopnih inkluzijskih telesc, ki so nepravilno zvita. 
Solubiliziranje z denaturacijo in zvijanje v aktivno konformacijo ne vzpostavi nujno 
biološke aktivnosti proteina, saj v velikem deležu pride do izgube sekundarne strukture in 
ponovne agregacije. Izkoristki pridobljenega bioaktivnega proteina so v najboljšem 
primeru med 15 in 25 % celokupne količine proteinov, kar je cenovno in časovno 
neučinkovito. Kljub temu so inkluzijska telesca homogena, lahko jih enostavno ločimo od 
ostalih celičnih komponent, so porozna, visoka hidrirana in preprečujejo razgradnjo s 
proteazami. Z optimizacijo pogojev izražanja, sočasnim izražanjem šaperonov, znižanjem 
temperature induciranih kultur, indukcijo v zgodnji log-fazi in z nižjo koncentracijo 
induktorja lahko pripomoremo k večji topnosti rekombinantnih proteinov (53). Prav tako v 
citoplazmi redko pride do pravilne tvorbe disulfidnih vezi, kar sicer lahko rešimo z 
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uporabo sevov E. coli, ki vsebujejo oksidativno citoplazemsko okolje (52). Z načrtovanjem 
signalnih peptidov lahko proteinske produkte usmerjamo v periplazmo, prostor med 
zunanjo in notranjo celično membrano, kjer je protein lahko pravilno zvit in funkcionalen, 
hkrati pa ga je zaradi homogenosti in nižje koncentracije proteinov lažje izolirati. Kljub 
dodatku signalnega zaporedja na N-konec gena, ne pride vedno do prehajanja v 
periplazemski prostor, še posebej v primerih, ko so proteini večji. Kot zadnje bi izločanje 
proteinov v zunanji prostor olajšalo številne že opisane težave, vendar zaradi same narave 



















2 NAMEN DELA 
Poleg širokega nabora številnih genskih in celičnih terapij, ki so v zadnjem času najbolj 
revolucionarne v boju proti rakavim obolenjem in si utirajo pot na trg, zaviralci IDO1 še 
čakajo prvo učinkovino, ki bo uspešno prešla vse faze kliničnih vrednotenj. 
Naš namen je sintetizirati, izolirati in biokemijsko ovrednotiti nove zaviralce ter s pomočjo 
rekombinantne tehnologije pridobiti še tarčni protein IDO1. Za izražanje proteina smo si 
izbrali najbolj enostaven in cenovno ugoden gostiteljski sistem - E. coli. Prvenstveno je naš 
cilj pridobiti encim, ki bo primerljivo aktiven s komercialno dostopnim, kar bi bilo 
cenovno ugodno, hkrati pa bi proces lahko prenesli na večjo skalo, še vedno laboratorijsko, 
in poskušali izolirati dovolj veliko količino proteina zadovoljivo visoke čistosti, da bi 
lahko kasneje posneli tudi kristalno strukturo z ligandom. To bi v veliki meri olajšalo 
načrtovanje zaviralcev, saj bi dobili dodatne informacije o lastnostih vezavnega mesta. 
Izražanje proteina bomo izvedli pod različnimi pogoji:  
1. Sestava gojišča: v minimalno gojišče bomo dodali dve različni spojini in njuno 
kombinacijo, iz katerih bo bakterija sintetizirala hem in jih vrednotili glede na 
uspešnost izražanja. 
2. Čas izražanja: 24 in 48 ur. 
3. Prisotnost/odsotnost induktorja. 
Po izražanju bomo med čiščenjem in izolacijo skušali ohraniti encim v nativni 
konformaciji, na koncu pa bomo njegovo aktivnost primerjali s komercialno dostopnim 
IDO1. Sintetizirali bomo 3 potencialne zaviralce IDO1, derivate 2-(3-(4-fluorofenil)-4-
oksoizoksazolo[5,4-d]pirimidin-7(4H)-il)-N-fenilacetamida, ki se bodo razlikovali po 
substituentu na meta poziciji fenilnega obroča. Zaviralni učinek teh spojin na IDO1 bomo 
testirali na rekombinantnem encimu, ki smo ga sintetizirali v prvem delu naloge.  Skušali 
bomo sintetizirati spojine s tremi različnimi substituenti - NO2, NHSO2CH3 in CF3 
(skupina R na sliki 5).  
 




3 METODE IN MATERIALI 
3.1 KEMIKALIJE 
Tabela 1: Pregled uporabljenih kemikalij in njihovih proizvajalecv. 
Kemikalija Proizvajalec 
Kvasni ekstrakt Fluka Chemie, 92144 
Tripton Merck, 95039 
Glicerol Fluka Chemie, Buchs, Švica 
Kalijev hidrogenfosfat(VI) (KH2PO4) J.T. Baker, 0240 
Dikalijev hidrogenfosfat(VI) (K2HPO4) Merck, Darmstadt, Nemčija 
Glukoza Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA 
Kazamino kisline Bacto, 211705 
Kalcijev klorid Sigma, C5670-100G 
Biotin Sigma, B4501 
Tiamin Sigma, T1270 
L-triptofan Sigma, T0254 
Hemin Sigma, 51280 
5-aminolevulinska kislina (ALA) Sigma, 08339 
IPTG (izopropil β-D-1-tiogalaktopiranozid) Sigma, I6758 
Natrijev dodecilsulfat (SDS) Sigma, 436143 
Akrilamid Sigma, A1768 
Amonijev persulfat Sigma, A-3678 
TEMED (N,N,N',N',tetrametiletilendiamin) Sigma, T-9281 
Imidazol Sigma, I2399 
TCEP (tris(2-karboksietil)fosfin) Thermo Scientific, 77720 
DTT (ditiotreitol) Fluka, 43819 
Kalijev klorid Carlo Erba, Rodano, Italija 
Kanamicin Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA 
Etanol Riedel-de Haën AG, Nemčija 
Vodikov peroksid, 30% Merck, Darmstadt, Nemčija 
Commassie Blue barvilo za SDS-PAGE Thermo Scientific, 27815 





Nekritični reagenti, kamor spadajo topila, kisline, baze, nekatere soli, ki morda niso v 
tabeli, so produkti proizvajalcev, kot so Apollo Scinetific, Carlo Erba, Fluka, Merck, 
Sigma Aldrich.  
3.2 Oprema in material 
 
Tabela 2: Pregled uporabljene opreme in materialov 
Oprema/material Proizvajalec 
Analizna tehtnica Mettler Toledo, AB104 
Aseptična komora z laminarnim pretokom 
zraka 
Iskra, PIO LFVP12 
TLC ploščica (TLC Silica gel 60 F254) Merck, 1.05554.0001 
Avtoklav Kambič 
Centrifuga velika Eppendorf, 5804 R 
Centrifuga mala Eppendorf, 5418 R 
Elektroforezna kadička in sistem za 
elektroforezo 
Bio Rad, electrophoresis kit 
Dinatrijev fosfat Fluka Chemie 
Natrijev klorid Fluka Chemie, 31434 
EDTA Glentham, GE3023 
4-fluorobenzaldehid Fluka Chemie, 46570 
Tetrahidrofuran (THF) Merck, 107025 
Hidroksilamonijev klorid TCI, H1581 
Natrijev klorid Fluka, 31434 
Natrijev sulfat (VI) Merck, 1.06649.0500 
4-aminobenzotrifluorid Apolo scientific, PC 1040 
Trietilortoformat (TEOF) Fluka Chemie, 75530 
Benziltrietilamonijev klorid Sigma Aldrich, 14,655-2 
Natrijev hidrid (NaH) Janssen, 24.710.72 
Silikagel Merck, 7631-86-9 
Kremenčev pesek Sigma, 274739 
19 
 
Magnetno mešalo Rotamix, 550 MMH 
pH-meter Metrohm, Švica 
Mikropipete Eppendorf 
Stresalnik VWR 
Termostatiran stresalnik Unihood, 650 
Termostatiran inkubator Sanyo, MR-254, 10120404 
Napetostni vir elektroforezne kadičke Bio Rad, Powe Pac Basic 
SEC-kolona HI Trap Desalting 5mL, GE Helthcare 
IMAC-kolona HI Trap IMAC 1mL, GE Healthcare 
Serološke pipete (5, 10 mL) Jet Biofil, GSP211010 in GSP010005 
Serološke pipete (20, 25, 50 mL) Dispenser; 94024, 94550 in 94024 
Mikrocentrifugirke Eppendorf 
Membranskiiltri in brizge Ecoject, 21020 
Zamrzovalnik (-80°C) Panasonic, MDF-U55V-PE 
Hladilnik Alpfrigo 
Spektrofotometer Nanodrop, ND-1000 
Centrifugirke za ultrafiltriracijo Amicon Ultra, 10k, UFC 201024 
Sonda za soniciranje Model CV 33, 331913 
Črpalka za filtririanje pufrov Büchi, B-721 
Spektrofotometer Lambda Bio + 
Kromatografski sistem Äkta, FRAC 950, GE Healthacare 
HPLC sistem 
Thermo Scientific Dionex UltiMate 3000 
System, Thermo Fisher Scientific Inc 
RPC kolona 





3.3 Pufrne raztopine 
V spodnji tabeli so predstavljene sestave pripravljenih pufrov. Pufre smo pripravili na 
podoben način. Zatehtane soli smo raztopili v ddH2O (bidestilirana voda) in z 1 M NaOH 
ali 1 M HCl umerili pH na želeno vrednost.  
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Pred uporabo smo pufrne raztopine filtrirali skozi membranski filter. Fosfatni pufer, ki smo 
ga kot edinega dodali tudi v gojišče, smo avtoklavirali 20 min na 121 °C pri tlaku 2 bar in 
se s tem izognili kontaminaciji. 
Tabela 3 Sestava uporabljenih pufrov. 
Pufer Sestava Konc. 























































V vseh primerih smo za pripravo uporabili ddH2O vodo. 
Obogateno gojišče TB 
• 24 g kvasnega ekstrakta 
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• 20 g triptona 
• 4 mL glicerola 
• 100 mL FP (170 mM KH2PO4 in 720 mM K2HPO4) 
• Voda do 1000 mL 
Na analizni tehtnici smo zatehtali 24 g kvasnega ekstrakta, 20 g triptona in ju raztopili v 
895 ml vode. S pipeto smo dodali 4.6 mL glicerola (87%) in 100 mL FP. Vse skupaj smo 
dobro premešali in avtoklavirali 20 min na 121 °C pri tlaku 2 bar. 
 
Minimalno gojišče 




 Sestava Koncentracija 
M9 soli (10×) 
Soli smo raztopili v 800 mL 
vode in umerili pH na 7.2 z 
1 M NaOH. Dodali smo 
vodo do 1 L in avtoklavirali 











Raztopina elementov v 
sledovih, (100×) (TE) 
EDTA smo raztopili v vodi 
in umerili pH na 7.5 z 
NaOH. Dodali smo ostale 
komponente in vodo do 
končnega volumna. Filtrirali 
smo skozi 0.22 µm filter. 
EDTA 
FeCl3 × 6H2O 
ZnCl2 
CuCl2 × 2H2O 
CoCl2 × 2H2O 
H3BO3 









Raztopili smo v vodi do 
želene koncentracije in 
filtrirali skozi membranski 
glukoza 20% 0.5% 
MgSO4 1 M 1 mM 




Biotin smo raztopili v vodi, 
dodali nekaj kapljic 1 M 
NaOH, da smo dobili 
homogeno raztopino. Dodali 
smo vodo do končnega 
volumna in filtrirali skozi 
0.22µm filter. Shranili smo 
pri -20 °C. 
Biotin 














Zatehtali in raztopili smo v 
vodi do konc. 2%. 
Avtoklavirali smo 20 min 
na 121 °C pri tlaku 2 bar. 
Kazamino kisline 2 % 0.5 % 
Izračunane volumne založnih raztopin smo redčili v vodi do želenih končnih koncentracij. 
Delali smo v aseptičnih pogojih v LAF-komori, pazili smo, da ni prišlo do kontaminacije 
tekom priprave. Gojišče oz. njegove komponente smo pred uporabo avtoklavirali  ali 
sterilizirali s filtracijo. 
 
 
3.5 Gel za SDS-PAGE 
 
Tabela 5: Sestava elektroforeznega gela. 
 Koncentracijski gel %  Separacijski gel % 
% gela 5  % gela 12  
40% 
poliakrilamid 




1.2 mL 30 
1M TRIS (pH 
6.8) 
0.1875 mL 12.5 
1.5 M TRIS 
(pH 8.8) 
1 mL 25 
10% amonijev 
persulfat 




0.04 mL 1 
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10% SDS 0.015 mL 1 10% SDS 0.04 mL 1 
TEMED 0.0015 mL 0,1 TEMED 0.0016 mL 0,04 
voda 1.095 mL 73 voda 1.72 mL 43 
Končni 
volumen 
1.5 mL   4 mL  
Pripravili smo 12% separacijski in 5% koncentracijski gel tako, da smo dodali pripravljene 
raztopine (glej tabelo 5). Kot zadnja smo dodali amonijev persulfat in TEMED, saj 
inducirata polimerizacijo. Stekelci, ki tvorita režo 1.5 mm, smo sprali z vodo in posušili. 
Najprej smo nalili separacijski gel. Po vrhu smo odpipetirali še toliko izopropanola, da je 
bil gel prekrit- s tem smo preprečili izsušitev in tvorbo mehurčkov na površini. Počakali 
smo, da se je tvoril čvrst gel, na kar smo s papirnato brisačko odstranili izopropanol in 
morebitne ostanke le-tega sprali z vodo. Nazadnje  smo vlili še koncentracijski gel in vanj 
zapičili glavnik za tvorbo nanašalnih žepkov. Počakali smo približno pol ure, da je prišlo 
do tvorbe gela. 
3.6 Analizne tehnike za identifikacijo sintetiziranih spojin 
V spodnjih podnaslovih sledi opis posameznih analiznih metod in princip biokemijskega 
testiranja aktivnosti encima in vrednotenje zaviralcev. 
Vse strukturne formule in reakcijske sheme so bile narisane v programu Chem Draw Ultra 
12.0.2. 
 
3.6.1 Kromatografske tehnike 
3.6.1.1 TLC kromatografija 
S to enostavno obliko kromatografije smo preverjali, ali je reakcija potekla in v kakšni 
meri se je to zgodilo glede na prisotnost nečistoč, izhodnih snovi, končnega in morebitnih 
neželenih stranskih produktov. Tehnika temelji na ločevanju nanesenega vzorca med 
silikagelom, vezanim na aluminij kot nosilec (stacionarna faza; dodan ji je fluorescenčni 
indikator F254), in mešanico topil. V večini primerov smo uporabili EtOAc in heksan 
(mobilna faza). Fronta topila zaradi kapilarnih sil potuje navpično proti vrhu TLC-ploščice, 
jakost interakcij komponent vzorca s stacionarno in mobilno fazo pa analitu določa 
prepotovano pot. S sestavo mobilne faze vplivamo na mobilnost analitov v želji, da 
dobimo ustrezno resolucijo. Ploščico smo po ločbi posušili in pod svetlobo pri 254 nm ali 
366 nm označili videne lise. Če je spojina vsebovala primarni oz. sekundarni amin, smo 




3.6.1.2 Kolonska kromatografija 
Končne in pa tudi nekatere vmesne spojine smo čistili s kolonsko kromatografijo. Kot 
stacionarno fazo smo uporabili silikagel 60, mobilna faza pa je bila kombinacija EtOAc in 
heksana. Ločevanje je potekalo na osnovi interakcij s silikagelom in gravitacijskega 
pomikanja mobilne faze skozi stacionarno fazo. Pretok smo uravnavali s količino mobilne 
faze nad vrhom kolone. Zbrane frakcije smo sproti vrednotili s TLC kromatografijo, pri 
čemer smo pridobili informacije o zastopanosti in ločitvi posameznih spojin in njihovih 
nečistoč.  
 
3.6.1.3 HPLC kromatografija 
HPLC (ang. high pressurelLiquid chromatography) je oblika kolonske kromatografije, kjer 
črpalka skozi kromatografski sistem potiska mobilno fazo z analitom, ki se na osnovi 
različnih tipov interakcij porazdeljuje na koloni, napolnjeni z adsorbentom. Ločene frakcije 
nato prehajajo do detektorja, kjer izmerimo  njihov signal, ki se preko programske opreme 
pretvori v obliko kromatograma (intenziteta signala po času). Za določanje čistosti končnih 
spojin smo uporabili kromatografijo z obrnjeno fazo (RPC, ang. reversed-phase 
chromatography). Gre za najbolj pogosto uporabljeno kromatografsko metodo, za katero je 
značilna hidrofobna stacionarna faza in polarna mobilna faza. Ločevanje poteka na osnovi 
hidrofobnih interakcij med skupino C18 na stacionarni fazi in analitom  Po dvigu gradienta 
(večji del mobilne faze B; vsebuje večinski delež organskega topila, npr. acetonitrila), se 
vezane spojine sprostijo s kolone. 
• Kolona: Agilent Extend-C18 (4.6 x 150 mm, 3.6 um) 
• Sistem: Thermo Scientific Dionex UltiMate 3000 System  
• Mobilna faza A: 0.1% TFA (v/v)  
• Mobilna faza B: 100% AcN 
Testirane spojine 8, 9  in 10 raztopimo v AcN do koncentracije 0.1 mg/mL. 
Tabela 6: Podatki o kromatografski metodi. 
Čas (min) % A % B 
0 90 10 
14 10 90 
15 90 10 
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Pretok 1 mL/min 
Volumen injiciranja 5 µL 
Temperatura kolone 50 °C 
UV detektor λ= 254 nm 
3.6.2 Jedrska magnetna resonanca  
S TLC-kromatografijo smo spremljali potek reakcij, prvo pravo kvalitativno določitev 
spojin pa smo lahko podali po snemanju NMR-spektrov. Jedrska magnetna resonanca ali 
krajše NMR (ang. nuclear magnetic resonance) je spektroskopska tehnika, pri kateri 
atomska jedra z lastnim magnetnim momentom postavimo v zunanje magnetno polje, kjer 
vsa jedra pod vplivom spektra radijskih valov preidejo v resonančno, vzbujeno stanje in po 
prehajanju iz vzbujenega v osnovno energijsko stanje oddajo energijo. Energija fotonov 
rezultira v napetosti po času, dobimo t.i. FID-spekter (ang. free induciton decay), ki se 
preko Fournierjeve transformacije pretvori v NMR-spekter (58). Glede na kemijske 
premike med vrhovi v spektru (v ppm), površino vrhov in število sklopitev v signalu, 
spojini določimo strukturo in čistost. Vsem sintetiziranim spojinam smo posneli 1H, 
končnim pa tudi 13C NMR spektre. Vsak posamezen signal smo vrednotili glede na 
vrednost kemijskega premika, obliko spektra, vrednost sklopitvenih konstant in število 
atomov v skladu s smernicami (NMR guidelines for ACS Journals). Spojine smo raztopili 
v devteriranih topilih (DMSO-d6 ali CDCl3) z dodanim tetrametilsilanom (TMS) kot 
internim standardom. Kemijski premiki so določeni relativno glede na vrednost signala za 
TMS=0.  
Spektre smo posneli na spektrofotometru Bruker AVANCE III 400 MHz in jih ovrednotili 
s programom MestRe-C 4.8.6.0.  
 
3.6.3 Določanje talilnih intervalov 
Vsem spojinam smo določili talilne intervale s termomikroskopijo na Kofflerjevem 
mikroskopu. Z grelnim elementom smo višali temperaturo in spremljali obnašanje 
kristalov, spreminjanje oblike, strukture in na koncu določil talilni interval.  
 
3.6.4 Masna spektroskopija 
Masna spektroskopija je zelo občutljiva, destruktivna analizna tehnika, pri kateri vzorce 
ioniziramo in izmerimo njihovo prisotnost glede na razmerje med maso in nabojem (m/z). 
To nam omogoča določitev relativne molekulske mase, elementne sestave in strukture 
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vzorca. Vmesnim spojinam smo posneli spektre z ESI-MS (ang. electrospray ionization 
mass spectroscopy), kjer vzorce, raztopljene v hlapnem topilu, pod vplivom visoke 
napetosti razpršimo do ioniziranih aerosolov, ki zaradi visoke temperature inertnega plina 
evaporirajo. Prosti ioni nato potujejo do masnega analizatorja. Še bolj občutljiva tehnika je 
HRMS (ang. high resolution mass spectrometry), kjer razmerje m/z za ion lahko določimo 
na več decimalnih mest natančno. Spektre končnih spojin smo posneli na Exactive™ Plus 
Orbitrap Mass Spectrometer, vmesnih pa na Advion Expression CMSL (59). 
 
3.6.5 Biokemijsko testiranje 
Po izražanju IDO1 v bakterijskem klonu E. coli NiCo21/pET28-IDO1_O3, njegovi 
izolaciji in čiščenju smo dobili osnovne informacije o učinkovitosti procesa pridobivanja 
encima, kot sta koncentracija in čistost, najbolj pa nas je zanimalo, kakšna je katalitična 
sposobnost IDO1. Poleg tega smo s fluorescenčno metodo vrednotili zaviralno delovanje 
sintetiziranih spojin na IDO1, ki smo jih pripravili na Katedri za farmacevtsko kemijo.  
Trenutno uporabne metode za določevanje aktivnosti IDO1 temeljijo na encimski pretvorbi 
L-triptofana do N-formilkinurenina (NFK) in sledeči hidrolizi do kinurenina (KIN) ter 
kvantifikaciji različnih končnih produktov, ki kot kromofori oz. fluorofori omogočajo 
detekcijo pri različnih valovnih dolžinah.  
➢ Absorbančni test: določanje kinurenina po reakciji s p-
(dimetilamino)benzaldehidom pri 480 nm, 
➢ Fluorescenčni test: analogno kot absorbančni; direktna določitev kinurenina 
(ekscitacija pri 360 nm in emisija pri 480 nm), 
➢ Radiometrični test: uporaba L-triptofana z radioaktivnim izotopom 14C 
➢ HPLC: določevanje kinurenina. Uporabno v primeru bioloških vzorcev (manjša 
verjetnost interference z ostalimi metaboliti in učinkovinami). 
Vsaka od naštetih metod ima svoje omejitve. Pri določanju absorbance lahko testirane 
spojine interferirajo in dajo lažne vrednosti, fluorescenčna metoda daje nizka razmerja med 
signalom in ozadjem, fluorofor je stabilen zgolj kratek čas, metoda HPLC pa je materialno 
in časovno potratna (60). 
Uporabili smo fluorescenčno metodo, kjer nastalemu N-formilkinureninu (NFK) dodamo 
piperidin, pri čemer nastane fluorofor med NFK in piperidinom. Uporabljena metoda je 
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zaradi visoke občutljivosti, enostavnosti in stabilnosti fluorofora primerna za testiranje 
aktivnosti encima in njegovih zaviralcev (61). 
Pred začetkom izvedbe testiranja smo pripravili osnovne raztopine reagentov. Vse 
raztopine smo pripravili v 50 mM fosfatnem pufru s pH 6,5, ki smo mu dodali 0,01 % 
Tween-a 20 
Testiranje smo izvedli na temni mikrotitrski plošči s 96 vdolbinicami. V vsako vdolbinico 
smo zaporedoma dodali: 
1. 10 µL Na-askorbata,  končna koncentracija 10 mM. Pripravili smo ga sveže iz 
100 mM raztopine Na-askorbata in ga nevtralizirali z 1M NaOH. 
2. 10 µl 100 µM metilenskega modrila (10 µM). 
3. 10 µL 1 mg/mL goveje katalaze (100 µg/mL). 
4. 2 µL 5mM raztopine DMSO + inhibitor (2 % DMSO, 100 µM inhibitor). 
5. 50 µL 20nM rhIDO1, serija iz optimizacije II (10 nM). 
6. 18 µL 444 µM L-triptofana (80 µM). 
7. Smo pokrili in inkubirali 30 min pri 37 °C. 
8. 100 µL 400 mM piperidina (v vodi). 
9. Smo pokrili in inkubirali 20 min pri 65 °C. 
10. Po 120 min temperiranja na 25 °C smo izmerili fluorescenco (λeks = 400 nm, λem = 
500 nm). 
Askorbat in metilensko modrilo ohranjata recudirajoče okolje, da hemsko železo ostaja v 
reducirani, aktivni Fe2+ obliki. Metilensko modrilo deluje tudi kot prenašalec elektronov 
med askorbinsko kislino in feri obliko encima. Substrat za govejo katalazo je vodikov 
peroksid, ki bi lahko nastal ob avto-oksidaciji askorbinske kisline. S tem preprečimo, da bi 
prišlo do inaktivacije encima IDO1 (62). 
Aktivnost rhIDO1 smo določili pri različnih koncentracijah, in sicer pri 2.5, 5, 10, 15, 20 in 
30 nM in jo primerjali z aktivnostjo komercialno dostopnega encima s koncentracijo 10 
nM. Vsako koncentracijo smo testirali v šestih paralelkah, v dveh pa rezidualno aktivnost 
encima ob zaviranju z znanim zaviralcem epakadostatom.  
Učinkovitost zaviralnega delovanja sintetiziranih spojin smo vrednotili z rezidualno 
aktivnostjo (RA), ki smo jo določili kot kvocient med fluorescenco po dodatku zaviralca in 
fluorescenco slepe raztopine (samo DMSO). Če je RA znašala manj kot 50 %, smo spojini 
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določili še koncentracijo zaviralca, pri kateri je zavrta polovica aktivnih oblik encima – 
vrednost IC50. RA smo določili pri šestih različnih koncentracijah zaviralca, iz česar smo 


























4 EKSPERIMENTALNO DELO 
4.1 Izražanje IDO1 v E. coli 
4.1.1 Priprava E. coli kot ekspresijski sistem za izražanje IDO1 
Pred začetkom izražanja želenega rekombinantnega proteina IDO1 so na Katedri za 
farmacevtsko biologijo  predhodno pripravili bakterijsko kolonijo E. coli NiCo21/pET28-
IDO1_O3. Z metodo PCR so pomnožili sintezni gen za IDO1, ki je vseboval zaporedje za 
histidinski podaljšek in cepitvena mesta za trombin. Po restrikciji amplikona in plazmida 
(oba vsebujeta zaporedja, ki ju prepoznata restrikcijski endonukleazi XhoI in NcoI) ter 
subkloniranju amplikona IDO1, so dobili ekspresijski plazmid pET28/hIDO1, ki so ga z 
metodo toplotnega šoka transformirali v celice E.coli Top10 (63). 
 
4.1.2 Izražanje IDO1 in iskanje optimalnih pogojev izražanja  
Eno kolonijo E. coli NiCo21/pET28-IDO1_O3 iz LB-agarnega gojišča s kanamicinom (30 
µg/mL) smo inokulirali v 25 mL gojišča TB s kanamicinom (30 µg/mL). Prekonočno 
kulturo bakterijskega klona smo redčili v šestkrat po 100 mL gojišča TB, ki smo mu dodali 
kanamicin (30µg/mL), v razmerju 1:100. Stresali smo v inkubatorju pri 37 °C na 150 
obratih/min, dokler optična gostota (merjena pri 600 nm, OD600) ni dosegla 6. 
4.1.3 Menjava gojišča 
Zmes smo centrifugirali 10 min pri 5 000 obratih/min, s čimer smo supernatant (gojišče 
TB) ločili od celic. Celice smo suspendirali v po 100 mL minimalnega gojišča s kazamino 
kislinami (1×M9 soli, 0.5 % glukoze, 0.5 % kazamino kislin, 1× TE, 100 µg/mL L-Trp, 1 
µg/mL biotina, 1 µg/mL tiamina, 1 mM MgSO4, 0.3 mM CaCl2) in kanamicinom (30 
µg/mL). V po dve erlenmajerici smo dodali: 
➢ 400 µL 250 mM 5-aminolevulinsko kislino (ALA) - 1 mM, 
➢ 200 µL 3.5 mM hemina (H) - 7 µM, 
➢ Hemin in 5-aminolevulinsko kislino. 
Erlenmajerice smo stresali 20 min pri 20 °C z 240 obrati/min, na kar smo v eno od dveh 
dodali 50 µL 1 M IPTG (izopropil β-D-1-tiogalaktopiranozid; končna koncentracija 0.5 
mM), s čimer smo inducirali izražanje IDO1. 
E. coli in tudi druge bakterije kot primarni vir ogljika uporabljajo glukozo, ko pa jo 
porabijo, posegajo po drugih alternativnih virih, kot je npr. laktoza. Lac-operon je 
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zaporedje genov, ki kodirajo proteine, ki omogočajo transport (laktozna permaza; lac Y) in 
metabolno razgradnjo (β-galaktozidaza; lac Z) laktoze. Za transkripcijo sta odgovorna 
CAP (katabolični aktivatorski protein) in lac-represor. V odsotnosti glukoze (ko se v 
gojišču porabi), pride do tvorbe cAMP, ki omogoča vezavo proteina CAP na zanj 
specifično mesto na lac-operonu, ta pa poveča afiniteto RNA-polimeraze do promotorja. 
Če v okolju ni prisotne laktoze, ne pride do indukcije izražanja, saj represor, ki je vezan na 
operator, sterično ovira RNA-polimerazo. IPTG, ki smo ga dodali v gojišče, posnema 
strukturo naravnega induktorja alolaktoze (izomerna oblika laktoze) in ob vezavi na 
represor na alosteričen način sprosti tetramerno obliko z operatorja. Prednost IPTG je 
prisotnost žveplovega atoma, saj gre za ne-hidrolizabilen substrat β-galaktozidaze, kar 
pomeni, da ostaja v gojišču v nespremenjeni koncentraciji in omogoča konstantno 
izraženje tekom gojenja (64, 65). 
Nadaljevali smo z gojenjem 24 h oz. 48 h (po 24 h smo odvzeli 45 mL gojišča, po 48 h pa 
še 50 mL). Po koncu smo pomerili OD pri 600 nm, celice sprali s PBS (ang. phosphate-
buffered saline). Celice iz po 5 mL kulture smo ločili na topno in netopno frakcijo (opisano 
v nadaljevanju), preostanek pa smo  zamrznili pri -80 °C. 
4.1.4 Izolacija in čiščenje proteina IDO1 
Celice iz po 5 mL kulture (po 24 h in 48 h) smo poželi s centrifugiranjem (5 min, 6000 
obratov/min, 4 °C) in sprali s PBS. Suspendirali smo jih v hladnem pufru PBS na 
vibracijskem mešalniku, dokler nismo dobili razmeroma homogene suspenzije. Na ta način 
smo zagotovili, da je bila v vseh 6 centrifugirkah (glede na pogoje izražanja) enaka gostota 
celic. Volumen pufra za suspendiranje smo izračunali po enačbi 1: 
Enačba 1: Izračun volumna pufra PBS za suspendiranje celic iz po 5 mL kultur. 
𝑉𝑃𝐵𝑆 = 𝑂𝐷600 𝑥 200 µ𝐿 (𝑂𝐷600 = 14,4 − 18,4)  
Suspenzijo smo zamrznili pri -80 °C, jo nato odtalili na ledu in sonicirali z ultrazvočno 
sondo 3 min (amplituda 30 %, 5 s, 10 s mirovanja) na ledu in dodali 10 µg/mL DNaze (2 
mg/mL). Suspenzijo smo rahlo premešali in inkubirali 15 min na ledu. 200 µL lizata (CF, 
celokupna frakcija) smo shranili pri -20 °C, 1 mL preostanka s centrifugiranjem (10 min, 
10 000 obratov/min, 4°C) ločili na topno (supernatant, TF) in netopno proteinsko frakcijo 
(usedlina, suspendirana v 1 mL PBS; NF). 
31 
 
4.1.4.1 Poliakrilamidna gelska elektroforeza s SDS 
Metoda izbire za prvo oceno čistote in količine proteina je zaradi svoje enostavnosti 
pogosto poliakrilamidna gelska elektroforeza, krajše SDS-PAGE (ang. sodium dodecyl 
sulfate polyacrylamide gel electrophoresis). Pri tej vrsti elektroforeze ločevanje poteka 
zgolj na osnovi dolžine polipeptidne verige, vpliv naboja in konformacije sta zanemarljiva. 
Natrijev dodecilsulfat je anionska površinsko aktivna snov, amfifilna molekula, sestavljena 
iz negativno nabite glave (močan negativen naboj SO4
2- skupine) in daljšega hidrofobnega 
repa, ki se nespecifično, a stehiometrično veže na proteine in jih denaturira. Po razvitju 
sekundarne, terciarne oz. kvartarne strukture dobimo linearne proteinske fragmente, s 
čimer izločimo vpliv premreženosti. Vezava poteka v enakem molarnem razmerju, tako da 
se približno ena molekula natrijevega lavrilsulfata veže na 2 aminokislinski skupini. Na ta 
način posedujejo proteini enako elektroforetsko mobilnost in je njihovo hitrost potovanja 
odvisna zgolj od molekulske mase (velikosti). Poleg SDS pri pripravi vzorcev pogosto 
dodamo reducent (npr. DDT, 2-merkaptoetanol), ki s ceptivijo disulfidnih vezi preprečuje 
intra- ali intermolekulsko povezovanje proteinskih enot. Po priključitvi napetosti 
pripravljeni proteini zaradi negativnega naboja potujejo vertikalno navzdol od negativne 
katode proti pozitivni anodi. Manjše molekule potujejo hitreje, saj lažje prehajajo skozi 
gel, ki ga tvorijo polimelizirane akrilamidne verige, ki se prečno povezujejo z N,N'-
metilenbisakrilamidom. Zaradi počasnejšega prehajanja skozi pore v gelu večji proteini 
ostajajo bližje začetni točki potovanja (66). 
 
Kot je opisano že v poglavju metode in materiali, smo pripravili dva gela: 
koncentracijskega in separacijskega, ki se razlikujeta v premreženosti in pH. 
Koncentracijski gel je manj premrežen, ne zaustavlja gibanja proteinov po nanosu, temveč 
omogoča, da vse molekule začnejo potovati na isti frontni črti, kar pripomore k boljši 
resoluciji in preprečuje razširjanje pasov. Separacijski omogoča ločbo, pH tega pufra je 
višji v primerjavi s koncentracijskim (8.8 in 6.8). 
 
Pred nanosom na gel smo vzorce redčili z mešanico nanašalnega pufra z barvilom (ang. 
loading dye, LD) in 1 M DTT, npr. 106 µL LD + 53 µL DTT). 8 µL mešanice smo dodali 
7 µL vzorca, redčenega z ddH2O (1.4 µL vzorca + 5.6 µL ddH2O) in jih za nekaj minut 
prestavili na vodno kopel, T= 100 °C. S tem smo pospešili raztapljanje proteina, njegovo 
denaturacijo in redukcijo disulfidnih vezi (67). Raztopino smo kratko centrifugirali in 
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nanesli vzorce na gel. Kot referenco za primerjavo velikosti proteinov smo na gel nanesli 
še označevalec velikosti ProSieve® Color Protein Marker, ki je standard za označevanje 
velikosti molekul od 9 do 175 kDa (obarvani proteinski standardi pri: 9, 12, 18, 26, 41, 53, 
82, 125 in 175 kDa). V elektroforezno kadičko smo ulili toliko elektroforeznega pufra, da 
je bil gel v celoti potopljen v njem. Ločevanje je potekalo pri napetosti 90 V in se je 
zaključilo, ko je fronta barvila dosegla dno gela. 
 
Po končani elektroforezi smo previdno razmaknili stekelci in proteine v gelu fiksirali s 
kratko inkubacijo (cca. 15 min) v 10% ocetni kislini v 40% etanolu. Gel smo dvakrat sprali 
z ddH2O in dodali raztopino barvila Coomassie brilliant blue. Gel smo v barvilu nežno 
stresali preko noči. Uporabljeno barvilo veže protein preko ionskih in van der Wallsovih sil 
Na koncu smo gel ponovno večkrat sprali z ddH2O in vsakič stresali približno 15 min, 
dokler ozadje ni postalo transparentno in lise jasno modro obarvane. 
 
 
4.1.4.2 Kromatografsko čiščenje s kovinsko kelatno afinitetno kromatografijo 
(IMAC) 
Kovinsko kelatna afinitenta kromatografija (ang. immobilized metal ion affinity 
chromatography ali krajše IMAC) je kromatografska tehnika, ki omogoča ločevanje oz. 
izolacijo proteinov od preostalih komponent vzorca na osnovi privlaka proteinov z 
nekaterimi dvovalentnimi kovinskimi kationi. Najpogosteje uporabljamo interakcijo med 
histidinskim ostankom proteina in nikljevimi Ni2+ ioni, ki so preko liganda vezani na 
nosilec. Ta izrazito specifična tvorba koordinacijske vezi med prostim elektronskim parom 
na dušikovem atomu imidazola in ioni Ni2+ omogoča, da na enostaven način ločimo 
rekombinanten protein od ostalih nečistoč. En nikljev ion lahko veže 2 histidinska ostanka, 
kot tudi vsi ostali, če je to omogočeno zaradi steričnega oviranja. Ker je v genskem 
konstruktu prisotno tudi zaporedje, ki kodira polihistidinski podaljšek, lahko IDO 1 
izoliramo s to tehniko.  
Najprej smo na kolono nanesli pufer, ki vsebuje soli in manjšo koncentracijo imidazola (20 
mM), s čimer smo preprečili nespecifično vezavo ostalih molekul v vzorcu. Po nanosu 
lizata je sledilo postopno povečanje koncentracije imidazola v pufru za spiranje in končna 
elucija s pufrom z visoko koncentracijo imidazola (200-300 mM). Ta deluje kot 
kompetitivni ligand in zaradi večje vezavne afinitete do kolone, izpodrine protein, ki je bil 
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nanjo vezan. Še posebej prikladno je, da elucija poteka v blagih pogojih, ki ne sprožajo 
denaturacije proteinov, kot bi se lahko zgodilo npr. ob spremembi pH (68). 
 
Zamrznjene bakterije iz po 40 mL oz. 45 mL kulture smo suspendirali v desetkratnem 
volumnu pufra A (0.1 mM TCEP namesto 2 mM DTT) in sonicirali z ultrazvočno sondo 3 
min (amplituda 30 %, 5 s, 10 s mirovanja) na ledu, dodali 10 µg/mL DNaz, rahlo premešali 
in inkubirali 15 min na ledu. Topne proteine v lizatu smo od netopnih ločili s 
centrifugiranjem 10 min na 10000 obratih/min pri 4 °C.  
Delo je potekalo na kromatografskem sistemu FPLC ÄKTAexplorer 10S. Pred nanosom 
smo mobilni fazi degazirali v ultrazvočni kadički in filtrirali skozi 0.22 µm filter. Ločba je 
potekala na koloni HiTrap IMAC HP 1 mL, ki smo jo naprej sprali z ddH2O. Sledilo je 
spiranje s pufrom B, s čimer smo zagotovili, da na stacionarni fazi ni bilo vezanih 
elementov, ki imajo afiniteto do Ni2+ in so bila vezavna mesta prosta, na koncu smo spirali 
še s pufrom A - vsa spiranja so pri pretoku 1 mL/min. Sledil je nanos vzorca (nanesli smo 
supernatant lizata) pri pretoku 0.2 mL/min pufra A (25 mM imidazol). Zaradi rahlo rdeče 
obarvanosti proteina smo vizualno spremljali premik lizata po koloni. Ko je lizat pričel 
izstopati iz kolone (cca. 15. minuta; slika 16), smo začeli zbirati frakcijo FT (na kolono 
nevezana frakcija lizata; ang. flow-through). Ko smo dobili stabilno bazno linijo, smo 
povišali delež pufra B v mobilni fazi: 87.25% pufra A in 12.75% pufra B (60 mM 
imidazol). Pri 30. min smo pričeli z elucijo s pufrom B in začeli zbirati frakcije takoj, ko se 
je bazna linija začne dvigovati v vrh pri 280 oz. 404 nm. Del lizata, flow-through in eluata 
(A1 in A2) smo shranili na ledu v hladilniku. Posneli smo kromatograme vzorcev za 
izražanja v prisotnosti induktorja (IPTG+) po 24 h s 5-aminolevulinsko kislino, heminom 
oz. kombinacijo in po 48h za vzorec, ki vsebuje 5-aminolevulinsko kislino in hemin. 
Preostalih vzorcev, zbranih po 48 h indukcije, nismo analizirali z IMAC zaradi težav s 
črpalko. 
 
4.1.4.3 SDS-PAGE po IMAC kromatografiji 
Da bi dobili povratno informacijo o uspešnosti kromatografske ločbe, smo vzorce nanesli 
na 12% separacijski gel. Nanesli smo (vzorci smo pripravljeni analogno, kot že opisano v 
4.1.4) označevalec velikosti, lizat, frakcijo FT (nevezano frakcijo) in eluirani frakciji s 
proteinom IDO 1. To nam je omogočilo, da smo ovrednotili, ali sta eluirani frakciji dovolj 
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očiščeni in ne vsebujeta morebitnih nečistot  in kakšna je proteinska sestava v lizatu in 
nevezani frakciji (FT). 
 
4.1.5 Ocena koncentracije in absorpcijskega vrha  
Frakciji A1 in A2 smo združili in ultrafiltrirali skozi 10 kDa membranski filter Amicon® 
Ultra 4.0 mL. Centrifugirali smo pri 14000 obratih/min pri sobni temperaturi 6 min. 
Zamenjali smo pufer, protein smo koncentrirali v PBS z 2 mM DDT. Nato smo 
koncentriranem vzorcu pomerili UV spekter v razponu od 220 do 750 nm s 
spektrofotometrom NanoDrop ND-1000. 
 
4.1.6 Optimizacija izražanja IDO1 – protokol I 
Bakterije E. coli NiCo21/pET28-IDO1 smo tokrat gojili v 1 L minimalnega gojišča v 
prisotnosti 1 mM 5-aminolevulinske kisline (400 µL, 250 mM). Pri 20 °C smo 1 h stresali 
na 240 obratih/min in nato inducirali izražanje IDO1 z dodatkom 0.5 mM IPTG (500 µL, 1 
M). Z gojenjem smo nadaljevali 24 h. Po koncu smo pomerili OD600, celice sprali s PBS in 
zamrznili šestine na -80 °C.  
Približno šestino celic (0.79 g) smo suspendirali v pufru A2.,  Lizate smo pred nanosom na 
kolono izolirali analogno kot v poglavju 4.1.4. 
Tokrat smo pufra pred uporabo še dodatno prepihali v argonovi atmosferi, da protein ne bi 
bil izpostavljen oksidirajočim pogojem. Kolono HiTrap IMAC HP 1 mL smo ekvilibrirali s 
pufrom A2 in nanesli vzorec vzorec (8 mL). Kmalu zatem smo povišali koncentracijo 
imidazola s pufrom B2 na 60 mM, na kar smo protein eluirali s 300 mM imidazolom. 
Zbranim frakcijam A1, A2 in A3 (vsake po 750 µL) smo dodali 3.0 µL 500 mM EDTA (2 
mM). Posneli smo UV spekter in spremljali absorbanco pri 220, 280 in 425 nm.  
Takoj zatem smo zamenjali pufer za 25 mM K-fosfat, 100 mM KCl, 10% glicerol, 1 mM 
EDTA (pH 6.8). Vse tri eluirane frakcije (2.2 mL) smo združili in ultrafiltrirali s 
centrifugiranjem do 550 µL koncentriranega vzorca, katerega 500 µL smo ročno z brizgo 
nanesli na kolono HiTrap™ Desalting, 5 mL. 
 
Kromatografsko metodo, ki omogoča ločevanje komponent v analitu na osnovi njihove 
velikosti (hidrodinamskega radija), imenujemo gelska izključitvena kromatografija (ang. 
size exclusion chromatography, krajše SEC). Uporabljamo jo za ločevanje 
visokomolekularnih zvrsti od tistih z nižjo molekulsko maso, kot so čiščenje proteinov, 
določevanje vsebnosti razgradnih produktov. Stacionarno fazo sestavljajo sferični porozni 
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delci z natančno določeno velikostjo por, skozi katere različno hitro difundirajo analiti. 
Makromolekule, ki so večje od por, se na koloni ne zadržujejo, tiste manjše pa prehajajo v 
pore in se iz kolone izločajo počasneje. Prednost metode je, da ne deluje po principu 
adsorpcije, torej zaradi neobstoječih (vsaj v teoriji) interakcij med stacionarno fazo in 
analitom med ločbo ne izgubljamo vzorca. 
 
Kolono smo sprali s pufrom za SEC, nanjo nanesli vzorec in ga ločevali ob pretoku 0.5 
mL/min . Frakcije (po 0.5 mL) smo začeli zbirati ob začetku dvigovanja bazne linije v prvi 
vrh, vsem trem (A1-A3) posebej smo pomerili absorbanco pri 280 in 404 nm kot tudi 
spekter med 200 in 750 nm. Kot slepo raztopino smo vzeli pufer za razsoljevanje. 
 
 
4.1.7 Optimizacija izražanja IDO1 – protokol II 
Ponovno izražanje smo izvedli na zelo podoben način kot pod točko I. Delali smo na 
manjši skali, saj smo prekonočno kulturo E. coli NiCo21/pET28-IDO1 tokrat nacepili v 
dvakrat po 100 mL gojišča TB. Inkubirali smo pri 37 ⁰C do OD600 ~ 6. Ob prenosu v 
minimalno gojišče (1×M9 soli, 0.5 % glukoze, 0.5 % kazamino kislin, 1× TE, 100 µg/mL 
biotina, 1 µg/mL tiamina, 1 mM MgSO4, 0.3 mM CaCl2), 30 µg/mL kanamicina) smo v 
eno erlenmajerico s 100 mL gojišča dodali 1 mL L-triptofan s koncentracijo 10 
mg/mL(100 µg/mL, Trp +), v drugo nismo dodali nič (Trp -). V obe gojišči smo dodali 1 
mM ALA in stresali 45 min pri 20 °C, na kar smo sprožili indukcijo z 0.5 mM IPTG. Z 
gojenjem smo nadaljevali 24 h in nato pomerili optično gostoto pri 600 nm. Celice smo 
sprali s pufrom A2 in zamrznili pri -80 °C. 
Izolacijo in čiščenje z IMAC in SEC kromatografijo smo izvedli po enakem principu kot je 
opisano v 4.6.1.  IDO 1 iz gojišča, ki ni vsebovalo L-triptofana, in zbranima frakcijama A1 




4.2 Sintezne stopnje do končnih spojin 
4.2.1 Sinteza 4-fluorobenzaldehid oksima 
V 500 mL bučko z merilnim valjem smo odmerili 60 mL THF in 150 mL etanola. V zmes 
topil smo odpipetirali predvideno količino 4-fluorobenzaldehida (1.0 ekv.; 60 mmol, 6.33 
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mL) in bučko postavili na magnetno mešalo. Natehtali smo 1.1 ekv. NH2OH.HCl (66 
mmol, 4.59 g) in ga raztopili v 30 mL ddH2O. Vodno raztopino soli smo dodali v 
reakcijsko bučko, ki smo jo ob mešanju 1h segrevali na oljni kopeli pri 60 °C v prisotnosti 
vodnega povratnega hladilnika. 
Po končanem poteku reakcije smo s pomočjo odparevanja pri znižanem tlaku odstranili 
organski topili. Nato smo vodne faze ekstrahirali z dietil etrom (3 x 60mL). Združene 
eterne faze smo spirali z nasičeno raztopino NaCl (30 mL) in jim nato dodali sušilno 
sredstvo (Na2SO4), dokler se kristali niso več sprijemali. Sušilno sredstvo smo odfiltrirali 
in pod znižanim tlakom odpareli eter. Izpadlo oborino (produkt 1) smo uporabili kot 






Ime 4-fluorobenzaldehid oksim 
Izgled Bela oborina 
Molekulska masa 139.13 g/mol 
Izkoristek 80 %  
TLC Rf = 0.53 (EtOAc/n-heksan = 1/1, v/v) 
1H NMR 
400 MHz, DMSO-d6; δ (ppm) = 7.21 – 7.28 (m, 2H), 7.60 – 
7.67 (m, 2H), 8.15 (s, 1H), 11.24 (s, 1H) 
Talilni interval 75 – 78 °C 
 
4.2.2 Sinteza 4-fluoro-N-hidroksibenzimidoil klorida 
 250 mL bučko, v kateri je bil izoliran produkt prve sintezne stopnje, smo prepihali z 
inertnim argonom, da se je ta posedel na dno posode. Z injekcijsko brizgo smo odmerili 40 
mL brezvodnega DMF (z Ar balonom smo zagotovili, da DMF ni prišel v stik z zračno 
atmosfero) in 1 ekv. (60 mmol, 8.01 g) natehtanega N-klorosukcinimida (NCS). 
Reakcijsko zmes smo mešali čez noč pri sobni temperaturi v Ar atmosferi. 
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Reakcijsko zmes smo prelili v lij ločnik in jo ekstrahirali z 150 mL diklorometana. Ker ni 
prišlo do vidne ločitve organske in vodne faze, smo dodali še približno 50 mL nasičene 
raztopine NaCl. Organskim fazam smo dolili ddH2O (3x 70mL) in nato še dvakrat spirali z 
NaCl(aq) (70 mL). Po dodatku Na2SO4 smo počakali, da so kristali vezali vodo in suspenzijo 
filtrirali. Z odparevanjem pri nižjem tlaku smo se znebili diklorometana in izolirali produkt 
2 v obliki rahlo rumenega olja. 
 
Ime 4-fluoro-N-hidroksibenzimidoil klorid 
Izgled Rumena oljna tekočina 
Molekulska masa 173.57 g/mol 
Izkoristek 100 % 
TLC Rf =0.65 (EtOAc/n-heksan = 1/1, v/v) 
1H NMR 
 400 MHz, CDCl3; δ (ppm) = 7,07 – 7,12 (m, 2H, Ar-H), 7,80 
(s, 1H, OH), 7,82 – 7,87 (m, 2H, Ar-H) 
 
4.2.3 Sinteza 2-kloro-N-(fenil)acetamidov iz anilinov 
V 100 mL reakcijsko bučko smo natehtali (3,4) ali odpipetirali (5) 1 ekv. (10 mmol) 
derivatov anilina, tj. 1.38 g 3-nitroanilina, 1.86 g N-(3-aminofenil)-metilsulfonamida in 
1.24 mL 3-trifluoroanilina.  Bučko smo prej prepihali z argonom. Z merilnim valjem smo 
odmerili 30 mL 100% ocetne kisline in pazili, da ta ni prišla v stik z zračno atmosfero, zato 
smo si ponovno pomagali z inertnim argonom. Bučko smo vpeli na ledeno kopel in mešali. 
S pipeto smo počasi po kapljicah dodajali 1.1 ekv. (11 mmol, 0.88 mL) klorocetne kisline. 
Reakcija je ves čas potekala v argonovi atmosferi. Nato smo natehtali 3.7 ekv. (37 mmol, 
3.04 g) NaOAc, ga raztopili v vodi in 30 min po dodatku klorocetne kisline reakcijsko 
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zmes nevtralizirali s slednjo raztopino. Po nadaljnjih 30 min smo reakcijo ustavili in pričeli 
z izolacijo produkta.  
V kolikor je po končani reakciji prisotna oborina, le to filtriramo s presesavanjem preko 
vodne črpalke. Matičnico smo pustili na ledu oz. jo prestavili v hladilnik če noč, saj je v 
njej še prisoten produkt (3 in 5). Če produkt ne izpade, reakcijsko zmes prelijemo v lij 
ločnik in dodamo 50 mL vode in 150 mL etil acetata. Po ekstrakciji je prišlo do obarjanja v 
organski fazi, ki smo jo nato filtrirali s presesavanjem preko vodne črpalke (4). Končne 





Izgled Svetlo rjavi kristali 
Molekulska masa 214.61 g/mol 
Izkoristek 82.8 % 
TLC Rf = 0.64 (DKM/EtOAc = 10/7, v/v) 
1H NMR 400 MHz, DMSO-d6; δ(ppm): 4.33 (s, 2H, CH2), 7.65 (t, J = 
2.2 Hz, 1H, Ar-H), 7.93 (ddd, J = 8.1, 2.0, 0.8 Hz, 1H, Ar-H), 
7.96 (ddd, J = 8.2, 2.3, 0.9 Hz, 1H, Ar-H), 8.62 (t, J = 2.2 Hz 
,1H, Ar-H), 10.85 (s, 1H, NH). 
ESI MS m/z izračunano za C8H6ClN2O3 [M-H]
- 213.0, izmerjeno 212.9 







Izgled Svetleči sivorjavi kristali 
Molekulska masa 262.71 g/mol 
Izkoristek 83.0 % 
TLC Rf = 0,53 (DKM/EtOAc = 10/7, v/v) 
1H NMR 400 MHz, DMSO-d6; δ(ppm): 2.99 (s, 3H, CH3), 4.25 (s, 2H, 
CH2), 6.92 (ddd, J = 8.0, 2.1, 0.9 Hz, 1H, Ar-H), 7.27 (t, J = 8.1 
Hz,1H, Ar-H), 7.37 (ddd, J = 8.1, 1.8, 0.9 Hz, 1H, Ar-H), 7.50 
(t, J = 2.0 Hz, 1H, Ar-H)), 9.82 (s, 1H, NH(SO2)), 10.37 (s, 1H, 
NHCO). 
ESI MS 
m/z izračunano za C9H10ClN2O3S [M-H]
- 261.0, izmerjeno 
260.9 




Ime 2-kloro-N-(3-(trifluorometil)fenil)acetamid  
Izgled Bela oborina 
Molekulska masa 237.61 g/mol 
Izkoristek 82 % 
TLC Rf = 0.67 (DKM/EtOAc = 10/7, v/v) 
1H NMR   400 MHz, CDCl3: δ (ppm) = 4.22 (s, 3H), 7.42 – 7.46 (m, 
1H), 7.47 – 7.52 (m, 1H), 7.75 – 7.80 (M, 1H), 7.84 – 7.87 (m, 
1H), 8.33 (bs, 1H)  
ESI MS m/z izračunano za C9H6ClF3NO [M-H]
- 236.0, izmerjeno 235.7 
40 
 
Talilni interval 65-68 °C 
 
4.2.4 Sinteza 5-amino-3-(4-fluorofenil)izoksazol-4-formamida 
V reakcijsko bučko smo natehtali 1.0 ekv. (60 mmol, 5.04 g) 2-cianoacetamida in ga 
suspendirali v 20-30 mL brezvodnega DMF. V vsebnik s topilom in v bučko z reagentom 
smo dodali balon z argonom in iz obeh izgnali zrak. Nato smo bučko in vsebnik 
nepredušno zamašili in dodali topilo. Vsebine bučke smo mešali na magnetnem mešalu, na 
kar smo natehtali še 1.2 ekv. (72 mmol, 2.77 g) NaH (tehtamo s plastično žličko) in ga 
počasi dodajali v bučko.  
V drugo bučko smo natehtali produkt predhodne stopnje (2) in ga raztopili v 20 mL DMF 
(na podoben način kot 2-cianoacetamid). Po 15 minutah smo po kapljicah dodali raztopino 
izhodne spojine. Reakcijsko zmes smo mešali 1h na ST, nato smo jo prestavili na oljno 
kopel (70⁰C), kjer smo jo ob prisotnosti vodnega hladilnika segrevali ob vrenju čez noč. 
Po končani reakciji smo zmes prenesliv lij ločnik, z merilnim valjem smo dodali 50 mL 
vode in 100 mL etilacetata. Po stresanju ni prišlo do ločitve faz, zato smo dodali še 
približno 40 mL nasičene vodne raztopine NaCl. Ločeno vodno fazo smo dvakrat spirali z 
50 mL etilacetata in nato še z 50 mL NaCl(aq, nas.). Združili smo organske faze in vanje 
stresli še 1-2 žlički Na2SO4(brezvodni) oz dokler se kristali niso nehali sprijemati. Odfiltrirali 
smo odvečno oborino sušilnega sredstva in odparili topilo pri nižjem tlaku. Produkt v bučki 
ni izpadel, zato smo mu dodali etanol, segrevali do vrenja in ohladili na ledu. Izpadlo 







Izgled Svetlo rjava oborina 
Molekulska masa 221.19 g/mol 
Izkoristek 74.4 % 
TLC Rf = 0.43 (EtOAc/n-heksan = 2/1, v/v) 
1H NMR 400 MHz, DMSO-d6; δ(ppm): 7.33- 7.39 (m, 2H, Ar-H), 7.58 – 
7.63 (m, 2H, Ar-H), 7.66 (rs, 2H, NH2(CO)). 
2 protona (NH2) zaradi zamenljivosti na spektru nista vidna. 
ESI MS 
m/z izračunano za C10H8FN3O2Na
+ [M+Na]+ 244.05, izmerjeno 
244.18 
Talilni interval 187-190 °C 
 
4.2.5 Sinteza 3-(4-fluorofenil)izoksazol[5,4-d]pirimidin-4(5H)-ona 
V reakcijsko bučko (50 mL) smo natehtali 25 mmol (5.53 g) izhodne spojine (spojina 6). Z 
merilnim valjem smo odmerili približno 30 mL acetanhidrida in ga prelili v bučko. Le-to 
smo postavili na oljno kopel, ki smo jo segreli na 70⁰C. S pipeto smo odmerili 1 ekv. trietil 
ortoformata (25 mmol, 4.16 mL) in ga počasi dodajali v zmes. Mešali smo čez noč v 
prisotnosti vodnega povratnega hladilnika. 
Po končani reakciji smo zmes postavili v hladilnik in pustili čez noč. Oborina ni bila vidna. 
Po kapljicah smo dodajali vodo, s čimer smo hidrolizirali prisoten acetanhidrid. Z 1M 
NaOH smo uravnali pH na vrednost 7-8 (nevtralizacija ocetne kisline), prenesli v lij ločnik 
in sprali z 70 mL NaCl(aq, nas.). Ločili smo fazi in spirali VF z 70 mL etilacetata. Združene 
OF smo ponovno sprali z 70 mL NaCl, dodali Na2SO4. Počakali smo nekaj minut in sulfat 
odfiltrirali. Iz OF smo odparili etilacetat z odparevanjem pri znižanem tlaku. V bučki je bil 
opazen zaostanek ocetne kisline, zato smo produkt prekristalizirali iz etanola. Oborino smo 







Izgled Svetlo rjava oborina 
Molekulska masa 231.19 g/mol 
Izkoristek 1. 58.4 % 
2. 43.4 % 
TLC Rf =0,48 (EtOAc/n-heksan = 2/1, v/v) 
1H NMR 400 MHz, DMSO-d6; δ(ppm): 7.40 – 7.46 (m, 2H), 8.35 – 8.40 
(m, 2H), 8.46 (s, 1H), 13.19 (s, 1H)  
1 proton (NH) zaradi zamenljivosti ni viden. 
ESI MS 
m/z izračunano za C11H5FN3O2 [M-H]
- 230.04, izmerjeno 
230.20 
Talilni interval 227-232 ⁰C 
 
4.2.6 Sinteza derivatov 2-(3-(4-fluorofenil)-4-oksoizoksazolo[5,4-d]pirimidin-7(4H)-
il)-N-acetamida 
V reakcije N-alkiliranja vstopata izhodna spojina 7 in eden od predhodno pripravljenih 
alkilantov- 3, 4 ali 5. V 50 mL bučko, predhodno prepihano z Ar, smo zatehtali približno 1 
mmol izhodne spojine, ki smo ji dodali 7 mL brezvodnega acetontitrila in 7 mL 
brezvodnega DMF. Ob mešanju na magnetnem mešalu smo dodali 1.1 ekv. NaH 
(uporabimo plastično žličko) in konico spatule BTEAC. Po 15 min mešanju smo suspenziji 
dodali 1.1 ekv. KI in 1.1ekv. alkilanta (3, 4 ali 5), ki smo ga predhodno suspendirali v 2 ml 
brezvodnega DMF. Alkilante smo dodajali počasi, po kapljicah. Pustili smo mešati na ST 
čez noč v prisotnosti Ar.  
Naslednji dan smo najprej z odparevanjem pri znižanem tlaku odstranili acetonitril. 
Preostalo zmes smo prenesli v lij ločnik in ji dodali 70 mL EtOAc in 50 mL vode. 
Stresamo in po ločitvi VF spiramo z EtOAc. Združenim organskim fazam smo dodali 
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NaCl(aq, nas.), stresali in ločili fazi. Etilacetatni ekstrakt smo sušili z Na2SO4, dokler se 
kristali soli niso prenehali sprijemati. Sušilno sredstvo smo odfiltrirali, filtrat pa odparevali 







Sintezo spojine 8 smo izvedli s 300 mg (1.3 mmol; 1.0 ekv.) 3-(4-
fluorofenil)izoksazol[5,4-d]pirimidin-4(5H)-ona (7), 307 mg (1.4 mmol; 1.1ekv.) alkilanta 
(3), 238 mg (1.4 mmol; 1.1 ekv.) KI in 78 mg (3.5 mmol; 2.5 ekv.) NaH. 
V primeru spojine 8 smo namesto odparevanja topil, filtrirali suspenzijo pri znižanem 
tlaku; manjši količini svetlo rjave oborine smo pomerili 1H NMR spekter, iz katerega smo 
potrdili identiteto spojine in določili čistost- okrog 70%). Želene končne spojine je bilo 
malo, zato smo matičnico nanesli na kolono s silikagelom (topilo: EtoAc/n-heksan = 2/1) 
in ločeno zbirali frakcije. Preko TLC-jev smo spremljali prisotnost spojine in nečistoč- 
ugotovili smo, da ni prišlo do ločitve frakcij, zato smo najbolj koncentrirane združili, 
preostale shranili in čez vikend pustili v digestoriju na ST. Izpadla je oborina, ki smo jo 
filtrirali s presesavanjem (še vedno so prisotne nečistoče: 1H NMR: 30-40%). Oborino smo 
čistili na krajši koloni s silikagelom (EtoAc/n-heksan = 2/1). Združili smo frakcije, ki so 








Izgled Svetlo rjava oborina 
Molekulska masa 409.33 g/mol 
Izkoristek 0.93 % 
TLC Rf = 0.34 (EtOAc/n-heksan = 2/1, v/v) 
1H NMR 400 MHz, DMSo; δ(ppm): 5.00 (s, 2H, CH2), 7.38 – 7.44 (m, 
2H), 7.65 (t, J = 8.2 Hz, 1H, Ar-H), 7.95 (ddd, J1 = 0.8 Hz, J2 = 
2.3 Hz, J3 = 8.2 Hz, 1H, Ar-H), 8.30 – 8.35 (m, 2H, Ar-H), 8.60 
(t, J = 2.1 Hz, 1H, Ar-H), 11.02 (s, 1H, NH). 
13C NMR 101 MHz, DMSO-d6; δ(ppm): 49.74, 99.87, 113.75, 116.46 (d, 
JC-F = 22.0 Hz), 118.81, 123.86 (d, JC-F = 3.1 Hz), 125.59, 
130.96, 131.55 (d, JC-F = 8.9 Hz), 139.93, 148.48, 156.02, 
157.02, 158.87, 163.95 (d, JC-F =  249.2 Hz), 166.08, 175.95 
HRMS (ESI +) m/z izračunan za C19H11O5N5 [M+H]
- : 408.07497 
m/z izmerjen: 408.07511 
HPLC tr= 9.083 min, čistost: 96.54% pri 254 nm 





Sintezo spojine 9 smo izvedli s 300 mg (1.3 mmol; 1.0 ekv.) 3-(4-
fluorofenil)izoksazol[5,4-d]pirimidin-4(5H)-ona (7), 307 mg (1,4 mmol; 1.1 ekv.) alkilanta 




Po odparevanju EtOAc (nekaj mL topila ostane) smo dodali žličko silikagela in izvedli suh 
nanos na kolono s silikagelom (topilo: EtoAc/n-heksan = 2/1). Združili smo frakcije, ki so 
vsebovale čisto končno spojino (spremljamo ločbo s TLC) in odparili topilo pod znižanim 
tlakom. Prisoten je bil rahel zaostanek topila, zato smo produkt prekristalizirali iz EtOH. 
Segrevali smo do popolne raztopitve oborine in nato ohlajali na ledeni kopeli. Po oboritvi 






Izgled Bela, lepljiva snov 
Molekulska masa 457.43 g/mol 
Izkoristek 3.0% 
TLC Rf = 0.34 (EtOAc/n-heksan = 2/1, v/v) 
1H NMR 400 MHz, DMSO-d6; δ(ppm): 2.97 (s, 3H, CH3), 4.94 (s, 2H, 
CH2), 6.91 (dd, J1 = 1.0 Hz, J2 = 2.0 Hz, J3 = 7.9 Hz, 1H), 7.27 
(t, J = 8.1 Hz, 1H, Ar-H), 7.34 (ddd, J1 = 0.9 Hz, J2 = 1.6 
Hz, J3 = 8.1 Hz, 1H), 7.38 – 7.45 (m, 2H, Ar-H), 7.54 (t, J = 1.9 
Hz, 1H, Ar-H), 8.29 – 8.37 (m, 2H, Ar-H), 8.79 (s, 1H, CH), 
9.79 (s, 1H, NH(SO2), 10.58 (s, 1H, NH). 
13C NMR 101 MHz, DMSO-d6; δ(ppm): 40.19, 48.52, 98.76, 109.51, 
113.84, 114.29, 115.37 (d, JC-F = 21.9 Hz), 122.84 (d, JC-F = 3.2 
Hz), 129.12, 130.47 (d, JC-F = 8.8 Hz), 138.34, 138.66, 155.01, 
155.93, 157.76, 163.75 (d, JC-F = 249.0 Hz), 164.20, 174.87 
HRMS (ESI +) m/z izračunan za C20H17O5N5FS [M+H]
+ : 458,09289 
m/z izmerjen: 458.09232 
HPLC tr= 7.610 min, čistost: 100% pri 254 nm 
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Sintezo spojine 10 smo izvedli s 100 mg (0.43 mmol; 1.0 ekv.) 3-(4-
fluorofenil)izoksazol[5,4-d]pirimidin-4(5H)-ona (7), 113 mg (0.47 mmol; 1.1ekv.) 
alkilanta (4), 79 mg (0.47 mmol; 1.1 ekv.) KI in 26 mg (1.1 mmol; 2.5 ekv.) NaH. 
Po ekstrakciji pride do oboritve (bela oborina), zato smo le-to prefiltrirali s presesavanjem. 
Končna spojina je vsebovala še manjši zaostanek ocetne kisline iz predhodne stopnje 








Izgled Bela oborina 
Molekulska masa 432.3279 g/mol 
Izkoristek 76 % 
TLC Rf = 0.14 (EtOAc/n-heksan = 1/1, v/v) 
1H NMR 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ (ppm) = 4.98 (s, 2H), 7.38 
– 7.43 (m, 2H), 7.43 – 7.46 (m, 1H), 7.59 (t, J = 8.0 Hfz, 1H), 
7.75 (ddd, J1 = 0.5 Hz, J2 = 1.1 Hz, J3 = 8.3 Hz, 1H), 8.08 – 
8.09 (m, 1H), 8.30 – 8.35 (m, 2H), 8.81 (s, 1H), 10.88 (s, 1H). 
13C NMR 
 400 MHz, DMSO-d6: δ (ppm) = 49.25, 99.42, 115.17 (q, JC-
F = 4.5 Hz), 116.02 (d, JC-F = 22.0 Hz), 120.16 (q, JC-F = 4.4 
Hz), 122.70, 123.40 (d, JC-F = 3.0 Hz), 124.04 (q, JC-F = 272.0 




Hz), 139.20, 155.61, 156.58, 158.41, 163.79 (d, JC-F = 249.1 
Hz), 165.46, 175.52 
HRMS (ESI +) 
m/z izračunan za C20H13F4N4O3 [M+H]+ : 433.0918 
m/z izmerjen: 433.0918g 
HPLC tr = 10.190 min, čistost: 98.66 % pri 254 nm 

























5 REZULTATI IN RAZPRAVA 
 
5.1 Komentar in razlaga sinteznih postopkov 
 
5.1.1 Sinteza oksimov s hidroksilaminom 
V prvi sintezni stopnji smo izhajali iz komercialno dostopnega aromatskega aldehida- 4-
fluorobenzaldehida, ki smo mu dodali hidroksilamin. Gre za enostaven in klasičen način 
pridobivanja oksimov. Reakcija poteka v dveh zaporednih stopnjah. Hidroksilamin z 
nukleofilnim centrom na N-atomu napade z elektroni podhranjen karbonilni C-atom, pri 
čemer gre za nukleofilno adicijo, ki ji sledi eliminacija vode (slika 6). 
Reakcija je potekla v prisotnosti mešanice topil: EtOH, THF in H2O, s tem je bila 
zagotovljena optimalna topnost vstopnih reagentov (69). .Izkoristek reakcije je bil visok, 
potekla je v 1h pri povišani temperaturi. 
 
 
Slika 6: Mehanizem sinteze oksimov: Adicija s sledečo eliminacijo (70). 
 
5.1.2 Halogeniranje oksimov z NCS 
Za elektrofilne substitucije je značilna negativno nabita polarizacija na sp3 hibridiziranem 
C-atomu. V tem primeru gre za enolizabilen C-atom na oksimu, kamor se veže elektrofil 
(SE2) (slika 7). To je klorov atom v molekuli NCS, ki deluje kot vir klora. NCS je poceni, 
termostabilen in omogoča, da ne pride do zaostanka rezidualnega klora po reakciji, kot je 
to lahko v primeru uporabe elementarnega klora oz. drugih elektrofilov (71). Kot topilo v 
reakcijo vstopa brezvodni DMF v Ar-atmosferi, saj bi voda kot kompetitivni nukleofil 





Slika 7: Mehanizem rekacije oksima z N-klorosukcinimidom . Spodaj desno sta strukturi obeh stranskih produktov, ki 




5.1.3 N-aciliranje s kislinskim kloridom 
Za potrebe zadnje sintezne stopnje pripravim alkilante z reakcijo N-aciliranja. 
Mehanistično gledano gre za nukleofilno substitucijo na sp2 hibridiziranem karbonilnem C-
atomu kloroacetil klorida, kamor se veže primarni aromatski amin. Substitucija lahko 
poteče tudi na drugem C-atomu, ki prav tako izkazuje elektrofilne lastnosti, a prvenstveno 
poteka na mestu 1 (slika 8 spodaj). 
 
 
Slika 8: Mehanizem poteka nukleofilne substitucije s kloracetilkloridom (75,76). 
Z nekaterimi reakcijskimi pogoji skušamo doseči, da reakcija poteka na karbonilnem C-





Slika 9: Neželena stranska produkta. 
Topilo: kot topilo uporabimo ocetno kislino, saj je aminska skupina v kislem protonirana. 
NH3
+ oblika je šibkejši nukleofil (ravnotežje do NH2), zato reakcija bolj usmerjeno poteka 
na sp2 hibridiziranem C-atomu. 
Presežek kislinskega klorida: v rekacijo vstopi 1.1 ekv. kloracetil klorida. S tem 
preprečimo, da bi prišlo do multimerne vezave gradnikov (vezava izhodnega amina na sp3 
hibridizirani C-atom). Kislinski klorid dodajamo počasi, po kapljicah. 
Temperatura: pri nižji temperaturi reakcijo poteka bolj selektivno. Zaradi eksotermnosti 
izvajamo reakcijo na ledeni kopeli. 
Po pol ure sledi dodatek Na-acetata, ki je ključen za nadaljnji potek reakcije. Kot stranski 
produkt nastaja HCl, ki ga je potrebno nevtralizirati. Pufrni sistem CH3COO
-/CH3COOH 
(šibka kislina in njena konjugirana baza) se upira padcu pH. Če bi pH znatno padel, bi 




5.1.4 Ciklizacija z 2-cianoacetamidom 
 
Slika 10: Ciklizacija z 2-cianoacetamidom (74). 
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V tretji sintezni stopnji (slika 10) oksim klorid pretvorimo v izoksazol-4-karboksamid. 
NaH kot močna baza odcepi šibko kisel proton na sp3 hibridiziranem C-atomu. Nastane 
karboanion, ki se veže na aktivirani oksimski derivat iz katerega se predhodno eliminira 
kloridni ion.  
V nadaljni stopnji poteče nukleofilna adicija- nevezni elektronski par na OH skupini 
napade nitrilni C-atom. V dobljenem cikliziranem obroču pride do sočasne premestitve 
vodikovega atoma in dvojne vezi v sklopu treh atomov- t.i. tavtomerne zamenjave. 
Za ciklizacijo je ključna visoka temperatura (70⁰C) in odsotnost vode (Ar atmosfera, 
brezvodni DMF), ki bi kot kompetitivni nukleofil motila potek reakcije oz. že na začetku 
reagirala z NaH, pri čemer bi nastala NaOH in H2 (74). 
5.1.5 Ciklizacija s trietil ortoformatom do izoksazol[5,4-d]pirimidin-4(5H)-ona 
 
Slika 11: Ciklizacija s trietil ortoformatom do izoksazol[5,4-d]pirimidin-4(5H)-ona (74,77). 
Predzadnja stopnja sinteze (slika 11) vključuje sestavo pirimidinskega obroča preko trietil 
ortoformata. Ta deluje kot aktiviran ester, ki vsebuje elektrofilni center na centralnem C-
atomu, kamor se veže nukleofilna aminska skupina(na mestu 5; nukleofilna substitucija). 
Gre za trikomponentno kondenzacijo- saj se v naslednji fazi odcepi še ena molekula 
etanola, v zadnji pa karbonilni C-atom napade iminski eter, pri čemer se še enkrat izloči 
etanol. Na ta način je obroč sklenjen- pride do intramolekularne tvorbe vezi (74).  
Ker eliminacije potekajo z enakimi reaktanti kot substitucije na nasičenem C-atomu, so 
medsebojno konkurenčne reakcije. S spremembo reakcijskih pogojev lahko vplivamo na 
potek reakcije. Temperaturo smo dvignili na 70⁰C, kot topilo smo uporabili acetanhidrid 
(manj polarno topilo)- to so pogoji, ki favorizirajo eliminacijo (73, 74). 
Po koncu reakcije smo reakcijsko zmes postavili v hladilnik (2-8⁰C), saj produkt izpada 
počasi pri nižji temperaturi. S kapalko smo počasi dodajali vodo- s čimer smo hidrolizirali 
acetanhidrid (nemogoče bi ga bilo odstraniti z odparevanjem pri znižanem tlaku). Z 
dodatkom 1M NaOH smo dvignili pH na 7-8, pri čemer je prišlo do obarjanja.  
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Potek te stopnje reakcije nam je povzročal precej težav, saj je reakcijo motila rezidualna 
ocetna kislina, ki je nastala v originalnem vsebniku acetanhidrida. Ker ta ni bil nepredušno 
zaprt in shranjen v ne-atmosferskih (brezvodnih) pogojih, je del topila hidroliziral- očitno 
do te stopnje, da je motil potek reakcije. Po zamenjavi topila- uporabim novo, še neodprto 
embalažo (Merck, 1.00042.100, K40226642928), dobim želen končni produkt (7). 
 
5.1.6 Pripenjanje alkilantov (3, 4, 5) na cikliziran produkt (7) do končnih produktov 
(8,9,10) 
 
Slika 12: Mehanizem pripenjanja alkilantov(3, 4, 5) na cikliziran produkt (7) do končnih produktov (8,9,10). 
V zadnjo stopnjo reakcije (slika 12) vstopata cikliziran izoksazol[5,4-d]pirimidin-4(5H)-on 
in produkt N-aciliranja (eden izmed 2-kloroacetamidnih derivatov). NaH kot močna baza 
odcepi šibko kisel proton na amidnem dušiku, pri čemer nastane anion. Ta v procesu 
nukleofilne substitucije napade elektrofilni sp3 hibridiziran C-atom, izstopa kloridni anion. 
Reakcija poteka v brezvodnih pogojih, saj bi voda kot kompetitivni nukleofil motila potek 
reakcije, prišlo bi do nastanka neželenih stranskih produktov. Kot topilo smo uporabili 
brezvodni acetonitril, ki je organsko aprotično topilo, v katerem izhodna sol ni topna. 
Uporabim katalizator faznega prehoda (BTEAC- benziltrietilamonijev klorid), ki poveča 
topnost reaktanta v acetontitrilu in pospeši hitrost nastajanja ter količino nastalega 
končnega produkta. Zaradi eksotermnosti reakcije le-to izvedem na ledeni kopeli (0⁰C). 
(78). 
5.2 Rezultati in komentar izražanj IDO1 pri različnih pogojih 
Gojišče TB smo uporabili za doseganje ustrezne biomase, izražanje IDO1 pa je potekalo v 
minimalnem gojišču. Gojenje je potekalo različno dolgo (24 ali 48 ur), v prisotnosti 5-
aminolevulinske kisline (1 mM), hemina (7 µM) ali obeh. V eni izmed dveh paralelk smo 
inducirali izražanje rekombinantnega proteina IDO1 z dodatkom IPTG. 
Iz preglednice 7 lahko razberemo, da je izkoristek gojenja v vseh paralelkah primerljiv, 




Tabela 7: Učinkovitost izražanja proteina ponazorjena z maso celic v 40 mL kulture pri različnih pogojih 
(odsotnost/prisotnost induktorja; ALA: 5-aminolevulinsko kislina, H: hemin) po 24 in 48 urah. 
 
IPTG 
ALA H ALA in H 
OD600 m [g] OD600 m [g] OD600 m [g] 
24 ur 
+ 15.7 0.62 17.8 0.74 15.5 0.63 
- 14.4 0.53 17.6 0.82 16.8 0.84 
48 ur 
+ 15.0 0.65 16.9 0.75 15.1 0.66 
- 13.9 0.69 17.2 0.79 15.4 0.83 
Bolj kot količina celic nas je zanimala prisotnost proteina, ki je že na pogled zavoljo 
izrazito rdeče barve kazala na ustrezno vključitev hema s koordinacijsko vezanim železom. 
Iz spodnjih slik gelov (sliki 13 in 14) po ločevanju s SDS-PAGE vidimo, da je protein 
zares prisoten, saj se lisa med 41 in 53 kDa ujema z molekulsko maso IDO 1, ki znaša 46.9 
kDa. Po intenziteti lis sodeč je večji del proteina prisoten v topnih frakcijah lizatov, kar je 
pozitiven znak, saj se rekombinantno pridobljeni proteini v netopni obliki inkluzijskih 
telesc praviloma ne zvijajo v pravilno konformacijsko obliko.  
Količina nastalega proteina v paralelkah, ki smo jim dodali IPTG, je višja od tistih, kjer 
transkripcija ni bila pospešena. Največja intenziteta lise je prisotna pri kulturi, ki je 
vsebovala 5-aminolevulinsko kislino in hemin, v prisotnosti induktorja po 24 h, sledi 
kultura s 5-aminolevulinsko kislino in nato kultura s heminom, obe z IPTG po 24 h. V 
večji meri je prisoten tudi v netopnih frakcijah kultur s 5-ALA, heminom oz. obema po 24 
h v prisotnosti IPTG. Po 48 h ni bilo zaznati povečane količine proteina, gostota celic se je 
znižala, torej se je gojišče v tem času že izčrpalo. Glede na to, da je največ proteina nastalo 
v prisotnosti 5-aminolevulinske kisline po dodatku IPTG in 24 h gojenja, smo analogno 
postopali tudi v nadaljnjih izražanjih. Vzrok za višji privzem 5-aminolevulinske kisline bi 
lahko bila boljša topnost (50 mg/mL) (79), če vemo, da je hemin v vodi praktično netopen, 




ALA in H ALA H 
NF TF NF TF NF TF NF TF NF TF NF TF 
S 
+ + - - + + - - + + - - 
ALA: 5-aminolevulinska kislina; H:hemin; S: standard (izoliran produkt prvega izražanja IDO1 iz (63)); M: 
molekulski marker; +/- prisotnost/odsotnost IPTG; TF: topna frakcija; NF: netopna frakcija. Na levi strani 
lestvica velikosti. 
 
H ALA ALA in H 
TF NF TF NF TF NF 
M 
TF NF TF NF TF NF 
- - + + - - + + - - + + 
 
        Slika 14: Prikaz elektroforeznega gela po ločevanju lizatov po 48h s SDS-PAGE. 
ALA: 5-aminolevulinska kislina; H:hemin; S: standard; M: molekulski marker; +/- prisotnost/odsotnost 




















Slika 13: Prikaz elektroforeznega gela po ločevanju lizatov po 24h s SDS-PAGE 
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Poleg IDO1 so v lizatu prisotne še številne druge proteinske  zvrsti različnih velikosti, kar 
je razvidno iz slike gela, ki vsebuje še precej lis pri različnih velikostih. Ker protein 
vsebuje polihistidinski podaljšek, smo ga očistili s kovinsko-kelatno afinitetno 
kromatografijo.  
Spodnji kromatogram (slika 15) prikazuje jakosti izmerjenih signalov (absorbanc) pri 280 
in 404 nm v odvisnosti od časa. Po eluciji s 300 mM imidazolom (stopničast preskok 
gradienta na sliki) smo dobili ozek vrh pri 404 nm, kjer absorbira IDO1 z železovim 
atomom v oksidirani obliki Fe3+. Z njim sovpada tudi vrh pri 280 nm, ki je območje 
absorpcije aromatskih aminokislin triptofana in tirozina. Razmerje absorbanc pri 404 in 
280 nm nam pove, kakšen odstotek hema je vezan v apoencimu in pri vrednosti A404/A280 = 
2.2, gre za popolno inkorporacijo hema. Za IDO1, izoliran iz topne frakcije lizatov s 5-
aminolevulinsko kislino in heminom, 5-aminolevulinsko kislino in heminom (posamično) 
po 24 h indukcije z IPTG so razmerja znašala 1.09, 1.14 in 1.10. 
 
Slika 15: Kromatogram lizata iz kulture z 5-aminolevulinsko kislino in heminom po 24h v prisotnosti IPTG. 
Abscisa: čas v min, ordinata: jakost signala v mAU;  absorbanca pri 280 nm: modro; absorbanca 
pri 404 nm: rdeče; koncentracija imidazola: zeleno. 
Elektroforezni gel (slika 16) po kovinsko-kelatni afinitetni kromatografiji razkriva, da smo 
protein uspešno očistili, saj zbrane frakcije A1 in A2 ne vsebujejo visokomolekularnih 










Slika 16: Elektroforezni gel po ločevanju s kovinsko kelatno afinitetno kromatografijo. 
ALA: 5-aminolevulinska kislina; H:hemin; M: molekulski marker; +: prisotnost IPTG; L: lizat; FT: frakcija 
zbrana, po prehodu analita skozi kolono (ang. flow through); A1: prva zbrana frakcija po začetku elucije; A2: 
druga zbrana frakcija po začetku elucije. Na levi strani lestvica velikosti v kDa glede na položaj lis 
molekulskega markerja. 
Po združitvi eluatov A1 in A2, ultrafiltraciji in menjavi pufra (PBS z 2 mM DTT) smo 
pomerili absorbanci pri 280 in 404 nm in spekter med 220 in 750 nm. Iz spektra je vidno, 
da je prišlo do premika absorpcijskega spektra s 404 nm na 425 nm, kar je posledica 
oksidacije železovega atoma v hemu iz feri, Fe3+ v fero, Fe2+ obliko (slika 17) (36). To je 
presenetljivo, saj je bil poleg proteina tekom čiščenja in izolacije vedno prisoten eden od 
reducentov- TCEP ali DTT. V lizatni pufer smo dodali 0.1 mM TCEP, prav tako pa je bil 





24 h M 
ALA/H+ 






















Slika 17: Absorpcijski spekter združenih frakcij A1 in A2 med 220 in 750 nm 
 S puščico je ponazorjen premik absorpcijskega vrha proteina zaradi redukcije železovega atoma v hemu. V 
zgornjem desnem kotu je legenda, ki ponazarja oznake kultur, katerim pripadajo izolirane frakcije. ALA: 5-
aminolevulinska kislina; H: hemin; +: prisotnost IPTG. Slepa raztopina je PBS z 2 mM DTT. 
 
 
5.2.1 Izražanje IDO1 z 5-ALA v večjem merilu 
Na podlagi dognanj iz prvega izražanja IDO1, smo tokrat načrtovali izražanje v večjem 
merilu (1 L), saj sta uporabljeni gojišči bakterijam omogočali dobro rast. Za potrebe 
sinteze in vgradnje hema smo tokrat v minimalno gojišče dodali 5-aminolevulinsko kislino, 
saj je v njeni prisotnosti nastalo največ proteina. Transkripcijo smo inducirali z IPTG, ki 
smo ga tokrat dodali po 1 h (prej po 30 min) in gojili 24 h. Izkoristek gojenja celic je bil 
bistveno nižji, OD600 je znašala približno 9, masa celic je znašala zgolj 6.6 g .  
Pri čiščenju in izolaciji smo namesto fosfatnega pufra uporabili pufer A2(B2), ki smo mu 
po zgledu (82) dodali 1 mM TCEP, saj naj bi ta zagotavljal ustrezne redukcijske pogoje za 
70% inkorporacijo hema v IDO1, prav tako pa preprečuje agregacijo do 
visokomolekularnih proteinskih zvrsti. Pred uporabo smo vse pufre prepihali z argonom, s 
čimer smo dodatno zmanjšali verjetnost za avto-oksidacijo encima. Že med 
kromatografskim nanosom preko prosojnega nosilca kolone nismo opazili rdečega 
obarvanja, ki je značilen za encim, kar nakazuje nizko izražanje, kar je najbrž posledica 
prenizke gostote celic, ki niso porabile glukoze, zatorej ni prišlo do tvorbe cAMP, ki 




kromatogramu smo po eluciji dobili tri sovpadajoče vrhove nekje med 36. in 38. minuto 
(slika 18), najvišjega pri 280 nm, nižjega pri 404 nm in najnižjega pri 425 nm.  
 
 
Slika 18: Kromatografski profil ločevanja lizata suspendiranega v pufru A2 na koloni za kovinsko-kelatno afinitetno 
kromatografijo. 
Modro: absorbanca pri 280 nm;  rdeče  : absorbanca pri 404 nm; vijolično: absorbanca pri 
425 nm; zeleno: koncentracija imidazola; s puščami so označeni različnim valovnim 
dolžinam pripadajoči IDO1 vrhovi. 
 
Po kovinsko-kelatni afinitetni kromatografiji smo eluiranim frakcijam dodali EDTA, ki 
kelira zaostale Ni2+ in druge ione, saj bi lahko zmanjšali redukcijsko kapaciteto TCEP in 
kot kompetitivni ioni motili vezavo železovih ionov v kofaktor. Po kromatografskem 
čiščenju smo posneli spekter združenih frakcij med 220 in 750 nm (slika 19), na katerem 






Po ultrafiltraciji smo zamenjali pufer za 25 mM K-fosfat, 100 mM KCl, 10% glicerol in 1 
mM EDTA (pH 6.8). Glicerol kot so-topilo poveča stabilnost proteina in preprečuje 
njegovo agregacijo (83). Po izključitveni gelski kromatografiji smo protein 
ločili od manjših molekularnih zvrsti, ki prehajajo v pore in se eluirajo kasneje. Prvi vrh 
na sliki 20 med 1.7 in 3.3 min predstavlja izolirani protein, sledi manjši vrh imidazola in 
večji vrh NaCl.  Zbranim frakcijam smo ločeno pomerili spekter in dobili vrh pri 404 nm, 
kar pomeni, da se je hemsko železo obdržalo v feri obliki, a smo zaradi slabega izražanja  
izolirali in očistili bistveno manj proteina od pričakovanj, zatorej smo koncentracijo prve  
frakcije (najbolj koncentrirana) ocenili zgolj na 0.28 mg/mL. Razmerje absorbancA404/A280  
(A404 = 0.038, A280 = 0.030) se je popravilo na 1.3, kar je še vedno daleč od željenih 2.2.  
 
Slika 19:  Spekter zbranih frakcij po kromatografskem čiščenju in povišan signal pri 






           
 
Slika 20: Kromatogram po izključitveni gelski kromatografiji. 
Modro: absorbanca pri 280 nm; rdeče: absorbanca pri 404 nm; vijolično: absorbanca pri 
425 nm; rjavo: prevodnost; 1- vrh za IDO 1, pri različnih valovnih dolžinah; 2- vrh za 
imidazol pri 280 nm; 3- vrh za NaCl, pomerjen na osnovi prevodnosti. 
 
5.2.2 Izražanje IDO1 v odsotnosti triptofana 
Zadnje izražanje smo izvedli v dveh paralelkah, kjer je ena vsebovala L-triptofan, druga pa 
ne. Po končanem gojenju sta vrednosti OD600 znašali 15.4 (Trp +) in 16.2 (Trp -), kar je 
primerljivo z OD600 v preglednici 7, ko je izražanje potekalo v prisotnosti L-triptofana pri 
enakih pogojih. Prva kromatografska ločba iz serije Trp+ je bila neuspešna, saj so odzivi 
po spiranju s 100% imidazolom prenizki. Sklepali smo, da je problematičen pH pufrov A 
in B, zato smo ga z 1 M NaOH iz 7.0 dvignili na 7.4. Pri izolaciji z IMAC-kromatografijo 
smo opazili, da je elucijski vrh izrazito nizek zaradi neustrezno nizke vrednosti pH pufrov. 
Očitno se protein ni zadržal na koloni, saj je pKa imidazola 6.95, ravno v območju našega 
pufra, zaradi česar posledično ne pride do tvorbe koordinacijske vezi z Ni2+ ioni, ko je 
imidazol protoniran. Po dvigu pH na 7.4 se protein pričakavano eluiral s kolone, a smo 
verodostojne podatke zbrali samo za lizat iz kulture, ki ni vsebovala L-triptofana. Vrednost 
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absorbance pri 404 nm znaša 0.197, pri 280 nm pa 0.120 (najbolj koncentrirana frakcija 
A1), torej je A404/A280 = 1,64, kar predstavlja ~75% inkorporacijo hema v apoprotein. 
Uspeli smo izolirati IDO1 s koncentracijo 1.2 mg/mL, to je 12 mg/L kulture, katerega 
absorpcijski vrh je ostal pri 404 nm (slika 21). Tokrat smo 1 mM TCEP dodali tudi v SEC-
pufer, kjer ga pred tem ni bilo, kar je verjeten razlog za povišano razmerje A404/A280.  
 
 
Slika 21: Absorpcijski spekter med 220 in 750 nm, kjer tokrat opazimo vrh pri 404 nm, značilen za IDO s hemom v Fe3+ 
obliki. 
Slepa raztopina predstavlja pufer za SEC. Zgoraj legenda, ki ponazarja frakciji A1 in A2 (meritev A1 z rdečo 
ni ustrezna, zato spekter frakcije A1 pomerimo še 2-krat: A1.2 in A1.3). 
 
5.3 Rezultati biokemijskega testiranja rekombinantnega IDO1 
Testiranje aktivnosti encima in zaviralnega delovanja sintetiziranih spojin smo izvedli na 
encimu iz zadnjega izražanja, ki je kazal največji potencial glede na razmerje vrednosti 
A404/A280. Iz preglednice 8 lahko razberemo, da aktivnost pridobljenega encima ni 
ekvivalentna aktivnosti komercialno dostopnega encima, ki pri koncentraciji 10 nM v 
povprečju znaša 30 000 RFU, kar je bistveno več od slabih 6000 RFU, kolikor smo 
določili lastnemu rekombinantnemu encimu. Tekom raziskovalnega dela nam ni uspelo 
pridobiti primerljivo aktivnega encima, je pa to kasneje uspelo sodelavcem na Katedri za 
farmacevtsko biologijo. Izkazalo se je, da je za ohranjanje aktivnosti ključno, da hemsko 
železo ostane v Fe3+ obliki. Tekom optimizacije izražanja smo pufre res prepihali z 
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argonom, dodali enega izmed reducentov DDT ali TCEP, ampak očitno je za 
preprečevanje avto-oksidacije encima ključna stalna prisotnost reducenta, ki ga mi po 
čiščenju s SEC nismo dodali.  
Tabela 8: Vrednosti odzivov encima pri fluorescenčnem testu pri različnih koncentracijah. 
 
 
Vsem trem končnim spojinam 8, 9, in 10 smo določili RA, pri čemer je ta za spojini 8 in 9, 
znašala več kot 50 %, zato smo vrednost IC50 določili samo spojini 10. Zanimivo je, da je 
zaviralno delovanje po jakosti precej različno, čeprav se spojine razlikujejo le v meta 
substituentih na fenilnem obroču, ki je vezan na amidni N-atom. Na podlagi treh spojin 
težko vlečemo zaključke o pomenu funkcionalnih skupin, a očitno obstaja korelacija med 
 c [nM] Odziv - encim 
Odziv – encim + 
epacadostat 
kontrola 10 31631 31976 28299 29323 28967 30007 5509 4781 
rhIDO1 
25 1000 1432 1119 1008 982 1117 183 269 
5 2116 2507 2198 2164 2167 2184 381 535 
10 5716 6382 5946 5278 6031 5711 1136 1480 
15 13421 14571 12873 12673 12787 12963 2924 3693 
20 14889 15352 14745 14563 15229 14349 3322 3504 
30 34000 33237 34997 33289 33316 33687 9078 9865 
          
 
Tabela 9 Odvisnost aktivnosti encima od njegove koncentracije v primerjavi s kontrolo. 
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možnostjo tvorbe H-vezi, ki je večja v primeru vezane nitro in sulfonamidne skupine kot 
pri trifluorometilnem substituentu. Poleg tega sulfonamidna skupina, ki je največja, 
izkazuje skoraj 100% RA, kar nakazuje na vpliv velikosti substituenta poleg interakcij pri 
vezavi v žep B.  
 
Tabela 10: Prikaz strukture sintetiziranih spojin in pripadajoče vrednosti faktorjev vrednotenja zaviralne aktivnosti. 
Številka spojine Struktura 


























V sklopu izdelave magistrske naloge smo potrdili, da lahko v E. coli izražamo encim 
IDO1. S spreminjanjem sestave gojišča in časa indukcije smo optimizirali proces 
pridobivanja proteina. Ugotovili smo, da je najbolj učinkovito, če v minimalno gojišče 
dodamo 5-aminolevulinsko kislino kot prekurzor hema in celice gojimo 24 ur pri 20 °C v 
prisotnosti IPTG. S kromatografskim čiščenjem smo pridobili čist protein s koncentracijo 
približno 2 mg/mL, ki pa ni izkazoval želene aktivnosti, ki smo jo določili komercialno 
dostopnemu encimu. Kot smo slutili tekom našega dela in kar so kasneje potrdili sodelavci 
na Katedri za farmacevtsko biologijo, je ključno, da hemsko železo ostaja v feri obliki. To 
zagotovimo tako, da ves čas tekom procesa in shranjevanja ohranjamo reduktivne pogoje 
in s tem preprečujemo avto-oksidacijo encima. S prehodom na večje merilo bi lahko 
poskušali pridobiti večjo količino čistega proteina z namenom določitve njegove kristalne 
strukture, ki bi omogočila poznavanje lastnosti vezavnega mesta in bolj usmerjeno 
načrtovanje zaviralcev.  
Uspelo nam je sintetizirati vse tri spojine na osnovi 2-(3-(4-fluorofenil)-4-
oksoizoksazolo[5,4-d]pirimidin-7(4H)-il)-N-fenilacetamidnega skeleta, ki so se razlikovale 
v substituentu na meta poziciji fenilnega obroča, vezanega na N-atomu acetamida. Spojini 
10 smo določili vrednost IC50, ki z 55.1 µM še ni blizu želenemu nizkemu mikro oz. 
nanomalnermu območju, ki ga dosegajo trenutno najbolj znani zaviralci v kliničnih 
vrednotenjih. Za potrebe vrednotenja spojin, bi lahko vzporedno izvajali še drugo metodo, 
npr. absorbančni test in s tem zanesljivo potrdili aktivnost (glede na omejitve 
fluorescenčnega testa). Sintezni postopek je dobro načrtovan, z izjemo zadnje stopnje, kjer 
izkoristek znaša samo nekaj odstotkov in bi jo bilo nedvomno smotrno optimizirati. Kljub 
temu da nam v sklopu tega dela ni uspelo IDO1 ohraniti v aktivni obliki, smo optimizacijo 
izražanja in čiščenja načrtovali v pravi smeri, da danes vemo, kako bi bilo to možno 
doseči. V sklopu sinteze spojin smo ugotovili, da spojina s substituentom CF3 najmočneje 
zavira encim, a bi bilo potrebno preizkusiti več spojin z modifikacijami tudi na drugem 
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